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L’équipe « Chromatine et Prolifération Cellulaire » s’intéresse aux implications des 
modifications de la chromatine et des enzymes qui les établissent. Ces enzymes de remodelage 
sont susceptibles d’affecter à long terme et parfois de manière transmissible (information 
épigénétique) l’état fonctionnel de la chromatine. Ainsi, elles interviennent dans la mise en place 
ou la répression de programmes génétiques particuliers impliqués dans des mécanismes tels que 
la prolifération, la différenciation ou la mort cellulaire. Néanmoins, un défaut de la structure 
chromatinienne peut survenir lorsque ces enzymes sont dérégulés, ceci pouvant conduire à une 
expression anormale de gènes. Par exemple, la dérégulation de l’expression de gènes impliqués 
dans la réponse aux stress cellulaires, d’oncogènes ou de gènes suppresseur de tumeur peut 
entrainer le développement de cancers.  
Dans ce cadre, j’ai consacré ces 4 années de recherche à l’étude d’une histone 
acétyltransférase, la protéine Tip60 et de son partenaire, l’ATPase p400, dans le processus de 
tumorigénèse colorectale et la réponse aux traitements chimiothérapeutiques d’une part et à 
l’implication de p400 dans la régulation du stress oxydatif d’autre part.  
Mon introduction sur la chromatine n’a pas la prétention d’être exhaustive, mon but étant 
simplement d’apporter les éléments essentiels à la compréhension de mes travaux de thèse 
présentés dans les parties « Résultats ». D’autre part, un dernier chapitre est consacré à une 
discussion plus approfondie de l’ensemble de mes résultats. 
Je tiens à nouveau à remercier Didier et Martine de m’avoir impliqué dans ce projet et de 
m’avoir permis d’orienter mes travaux vers un sujet plus « appliqués » dans un laboratoire de 
recherche fondamentale. Ceci pourrait paraître un détail, mais il ne l’est pas, loin de là…….Mon 
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Figure 1 : Les différents niveaux de compaction de la chromatine 
A. L’ADN s’enroule autour d’un octamère d’histones pour former le nucléosome. La chaîne de nucléosomes 
constitue le premier niveau de compaction de la chromatine appelé « fibre de 11nm » ou « collier de perles ». 
Le niveau supérieur est appelé « fibre de 30nm ». La condensation maximale est atteinte avec le chromosome 
mitotique (tiré de la thèse de Tyteca S.). B. a. Fibres de 11 et b. 30 nm observées en microscopie électronique 
(tiré de Biologie cellulaire et moléculaire, 2e édition, 2004). 
B. 
A. 
a. Fibre de 11nm 
b. Fibre de 30nm 
ADN Nucléosome 
Fibre de 11nm 
Fibre de 30nm 
Chromosome mitotique 
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I- La Chromatine 
1) Définition 
Les cellules de mammifères contiennent l’équivalent d’environ 2 mètres d’ADN si l’on étend 
celui-ci bout à bout. Les cellules sont donc confrontées au problème de compaction de l’ADN 
pour pouvoir le contenir dans leurs noyaux. Cette tache complexe de compaction est accomplie 
par des protéines qui lient et replient l’ADN pour produire ainsi une série d’enroulements et de 
boucles conduisant à des niveaux d’organisations de plus en plus élevés. C’est ce complexe 
nucléoprotéique qui occupe le noyau de nos cellules que l’on appelle «chromatine ».   
 
2) Rôle structurant : Compaction de l’ADN 
Comme dit précédemment, la chromatine permet en tout premier lieu le confinement de 
l’ADN dans le volume restreint du noyau. Il existe différents niveaux de compactions (Figure 
1A) : 
 
a- Le collier de perle  
Le premier niveau de compaction de la chromatine est la fibre de 11nm également appelée 
« collier de perles ».  Cette fibre correspond à l’enroulement de l’ADN autour de protéines 
particulières appelées histones de cœurs.  
Les histones de cœurs sont de petites protéines hautement conservées au cours de l’évolution. 
Ces protéines sont essentielles pour les organismes eucaryotes et sont codées par plusieurs gènes 
regroupés en cluster sur les chromosomes 1 et 6. Les histones de cœurs sont principalement 
exprimées durant la phase S afin de permettre leur incorporation dans l’ADN néosynthétisé. Elles 
possèdent des caractéristiques structurales communes, à savoir, une queue N-terminale non 
structurée de 20 à 30 acides aminés et un domaine globulaire central appelé domaine « histone 
fold ». Ce domaine permet l’interaction dite « en poignée de main » entre histones  ainsi que 
l’interaction avec l’ADN. On compte quatre histones de cœurs ou histones canoniques : L’histone
Figure 2 : Le nucléosome 
A. Structure cristallographique du nucléosome à 2,8 Å de résolution (Vert: H4, Bleu: H3, jaune: H2A, rouge: 













Octamère avec ADN enroulé 
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H3, l’histone H4, l’histone H2A et l‘histone H2B. Elles s’assemblent en une particule très 
structurée autour de laquelle s’enroule l’ADN pour former l’unité de base de cette structure : le 
nucléosome.  
Le nucléosome est donc l’unité minimale fondamentale de la chromatine. En 1997, les 
travaux de cristallographie aux rayons X de Luger (Luger et al., 1997) ont permis de déterminer 
sa structure précise (Figure 2A) à savoir un octamère d’histones autour duquel s’entoure 146 
paires de bases d’ADN.  
Le noyau central du nucléosome est un complexe protéique constitué de huit molécules 
d’histones organisées en quatre hétérodimères : deux dimères H2A/H2B et deux dimères H3/H4. 
L’assemblage des nucléosomes, au cours de la phase S, se fait en plusieurs étapes : les deux 
dimères H3/H4 s’associent pour former un tétramère central sur lequel viennent ensuite se fixer 
les deux dimères H2A/H2B (Khorasanizadeh, 2004) (Figure 2B). L’ADN nucléosomal vient 
alors entourer l’octamère en liant les domaines « histone fold » permettant une compaction de 
l’ADN d’un facteur supérieur à 5. On distingue ainsi l’ADN nucléosomal qui s’enroule autour 
des histones (146 paires de bases) et l’ADN internucléosomal (ADN linker) qui relie deux 
nucléosomes (40 à 70 paires de bases). Enfin, chaque nucléosome à la particularité d’exposer à 
l’extérieure de la particule les queues N-terminales non structurées des histones. De part leur 
accessibilité, ces acides aminés constituent des cibles pour de nombreuses modifications par des 
enzymes spécifiques. Ce processus est largement utilisé par la cellule à des fins de régulation. 
Cette unité répétée régulièrement tout au long de la molécule d’ADN est visible en 
microscopie électronique et a pu être comparé à un collier de perle (Figure 1B.a). Mais, malgré 
cette organisation, la fibre de 11nm n’est pas suffisante pour compacter l’ADN dans le noyau des 
cellules. Elles doivent donc mettre en place un niveau de compaction supérieur. 
 
b- La super hélice 
Le deuxième niveau de compaction de la chromatine est la fibre de 30nm également appelée 
« super hélice » ou « solénoïde » (Figure 1B.b). Il existe à l’heure actuelle deux différents 
modèles de repliement (Figure 3A). La fibre de 11nm s’enroule sur elle même pour former une 
structure de 30nm de diamètre dont chaque tour comprend entre 6 et 8 nucléosomes (Tremethick, 
2007). Cette liaison entre nucléosomes est assurée par une cinquième histone, l’histone H1 
(Figure 3).  
Figure 3 : La fibre de 30 nm 
A. Il existe à l’heure actuelle deux modèles principaux de repliement pour la fibre de 30 nm: a. le zigzag et 
b. le solénoïde (modifié de Khorasanizadeh, 2004). B. a. formation de la fibre de 30nm b. Liaison de 
l’Histone H1 sur les nucléosomes (tiré de http://www.mun.ca/biology/scarr/Histone_Protein_Structure.html). 
A. 
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L’histone H1, également appelée histone de liaison (linker histone) présente une 
caractéristique structurale supplémentaire par rapport aux histones de cœurs. Bien que possédant 
un domaine globulaire central et une queue N-terminale, elle possède également une queue C-
terminale non structurée permettant la liaison entre l’ADN internucléosomal et le nucléosome. 
Cette association constitue le chromatosome et facilite ainsi le repliement du collier de perle avec 
une stœchiométrie d’une histone H1 pour un nucléosome (Figure 3B).  
 
c- Niveau supérieur de compaction 
 
Durant l’interphase la chromatine est hautement organisée. Elle se présente sous forme de 
domaines plus ou moins condensés visibles après coloration histologique de l’ADN (Figure 4A). 
On distingue l’euchromatine de l’hétérochromatine. L’euchromatine correspond à l’état peu 
condensé et transcriptionellement actif de la chromatine alors que l’hétérochromatine correspond 
a l’état condensé et inactif. 
C’est au moment de la mitose que la chromatine atteint son niveau maximal de compaction. 
Durant la métaphase, la super hélice d’ADN va subir diverses contraintes physiques pour former 
les chromosomes métaphasiques. Des protéines non histones comme la topo-isomérase 2 ou les 
protéines SMC vont alors participer à l’organisation de la structure en formant une « charpente 
protéique » sur laquelle vont venir se fixer des boucles de fibres de 30nm (Figure 4B).  
 
3) Rôles fonctionnels 
a- Accessibilité de l’ADN 
En dépis de cet important degrés de compaction, l’ADN doit être néanmoins accessible afin 
de permettre son interaction avec les machineries protéiques impliquées dans des processus 
cellulaires cruciaux (transcription, réparation, réplication). La chromatine a donc pour rôle de 
réguler l’accès des protéines à la séquence d’ADN en modulant son état de compaction. Ainsi, 
tous les processus impliquant l’ADN sont soumis de près ou de loin à l’influence de la structure 
chromatinienne.
Figure 4 : Niveau supérieur de compaction de la chromatine 
A. Dans un noyau en interphase vu en microscopie électronique, on distingue l’euchromatine (claire, 
décondensée, active en transcription) de l’hétérochromatine (sombre, condensée, inactive) (tiré de http://
academics.hamilton.edu/biology/kbart/image/nucleus.jpg). B. a. Schéma d’ancrage de la fibre de 30nm à 
l’échafaudage d’un chromosome pendant la métaphase. b. Un chromosome mitotique vu en microscopie 
électronique. Ce chromosome d’insecte à été traité de manière à révéler les boucles d’ADN qui émanent du 













• Rôle dans la transcription 
La structure de la chromatine permet tout d’abord une régulation fine de l’expression 
génique. En effet, les zones de chromatine condensée (hétérochromatine) sont généralement 
inactives en transcription. Les gènes contenus dans ces régions, déjà peu nombreux, sont donc 
réprimés. Ces différences de compaction permettent la mise en place de patrons d’expression 
spécifiques et expliquent comment, au sein d’un individu, des cellules qui possèdent le même 
patrimoine génétique peuvent être si diverses en morphologies et en fonctions : chaque type 
cellulaire exprime un ensemble de gènes différents. Cette sélection se fait notamment via une 
structuration de la chromatine. Au cours du développement par exemple, la différenciation 
cellulaire nécessite la mise en silence de certains gènes alors que d’autres sont activés. C’est 
également le cas des programmes de mort cellulaire tels que l’apoptose, de la prolifération, et de 
toute situation au cours de laquelle la cellule doit répondre à un signal extracellulaire en adaptant 
son patron d’expression génique. 
 
• Rôle dans la réplication 
L’état de compaction de la chromatine va jouer un rôle important au niveau des régions 
d’initiation également appelées « origines de réplication » et va être modifié afin de permettre 
l’initiation du processus (pour revue : (Rampakakis et al., 2009a)). Une récente étude montre en 
effet que des changements dynamiques sur les niveaux d’acétylations, de méthylations et de 
phosphorylations de l’histone H3 se produisent durant l’initiation de la réplication ((Rampakakis 
et al., 2009b)). En effet, des marques épigénétiques spécifiques d’une chromatine « ouverte » se 
mettent en places (acétylation des lysines 9 et 14 de l’histone H3 ainsi que la tri-méthylation de la 
lysine 4). 
L’environnement chromatinien va également influencer la fréquence d’utilisation d’une 
origine de réplication ou encore la précocité de son déclenchement pendant la phase S. De 
manière générale, les gènes transcriptionellement actifs (communément associés à 
l’euchromatine) sont répliqués plus précocement durant la phase S que les gènes inactifs 
(associés à l’hétérochromatine) (Jeon et al., 2005). 
 
• Rôle dans la réparation 
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Tout au long de la vie cellulaire, l’ADN est exposé à divers dommages tant endogènes 
qu’exogènes. La chromatine va donc également jouer un rôle important dans les mécanismes de 
réparation en permettant l’accessibilité de l’ADN endommagé aux machineries de réparation. Il a 
récemment été montré, par exemple, que la perte de l’ATPase Brg1, sous-unité essentielle du 
complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF, induisait un défaut du relâchement de la 
chromatine et ainsi un mauvais recrutement des facteurs de réparations après irradiation aux UV 
(Zhao et al., 2009). Une autre preuve de l’importance de la chromatine dans le contexte de la 
réparation provient d’une récente étude montrant que les cassures double brin dans l’ADN 
présentent une cinétique de réparation plus lente lorsqu’elles ont lieu dans l’hétérochromatine 
(Goodarzi et al., 2008). 
 
b- Stabilité du génome 
C’est principalement le rôle de l’hétérochromatine. Bien qu’elle soit transcriptionellement 
inactive, elle possède un rôle essentiel de protection du génome et du maintien de son intégrité 
durant la vie cellulaire (Henikoff, 2000).  
Son rôle passe notamment par la structuration des télomères qui permettent la protection des 
extrémités des chromosomes de la dégradation et empêchent les translocations chromosomiques. 
Une « décompaction » de ces zones entraine des fusions chromosomiques ainsi qu’une entrée 
précoce des cellules en sénescence, arrêt du cycle cellulaire irréversible (Michishita et al., 2008).  
On peut également citer le rôle de l’hétérochromatine dans la protection du génome contre la 
propagation des séquences répétées. L’insertion d’une de ces séquences à l’intérieur d’un gène 
peut avoir de graves conséquences sur son expression et sur le fonctionnement de la cellule. La 
compaction de ces transposons (éléments génétiques mobiles) en hétérochromatine empêche la 
liaison des facteurs protéiques responsables de leur mobilité (Henikoff, 2000). 
Enfin, la chromatine va participer à la structuration des centromères permettant d’assurer la 
bonne ségrégation des chromosomes et le maintien de l’euploïdie du génome, on parle, dans ce 
cas, de la chromatine centromérique. Par exemple, lorsque le variant d’histone H3 appelé CENP-
A (qui est retrouvé exclusivement au niveau des nucléosomes centromériques) est absent, les 
cellules présentent un défaut de ségrégation des chromosomes (Regnier et al., 2005). 
 
c- Support de l’information épigénétique 
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En plus de porter l’information génétique par la séquence linéaire d’ADN, la chromatine 
porte une autre information que l’on appelle information épigénétique. 
Cette information inclus des modifications post-traductionnelles sur les queues N-terminales 
des histones mais également la méthylation de l’ADN. Ces marques épigénétiques inter-
dépendantes modifient la structure chromatinienne et influencent ainsi l’expression des gènes. 
Elles sont réversibles, transmissibles et n’altèrent en aucun cas la séquence primaire d’ADN.  
L’information épigénétique régule par exemple l’ensemble des gènes dont l’expression est 
monoallélique (pour revue : (Zakharova et al., 2009)). C’est le cas de l’inactivation du 
chromosome X. En effet, chez les mammifères, afin de rééquilibrer l’expression génique entre 
mâles (1X) et femelles (2X), un des deux chromosomes X est mis en silence chez la femelle par 
formation d’une structure hétérochromatinienne. On parle de phénomène de « compensation de 
dose » (pour revue : (Heard and Disteche, 2006)). 
 
Ainsi, l'organisation dynamique de la structure chromatinienne influence, potentiellement, 
toutes les fonctions du génome. 
 
4) Dynamiques  
La chromatine est une composante très dynamique de la cellule et se retrouve dans un état 
d’équilibre constant entre compaction et décompaction. Afin d’exercer les différentes fonctions 
citées précédemment, il existe des mécanismes permettant de modifier la fluidité de la 
chromatine et donc l’accessibilité de l’ADN appelés, de manière générale, le remodelage de la 
chromatine. Il en existe de nombreux processus dont les 3 voies principales sont le remodelage 
ATP-dépendant, l’échange des variants d’histones et les modifications post-traductionnelles des 
histones.  
 
a- Le remodelage ATP-dépendant 
Les changements de la structure chromatinienne sont en partie exercés par des machineries 
enzymatiques particulières qui utilisent l’hydrolyse de l’ATP comme énergie (pour revue : 
(Clapier and Cairns, 2009)) pour altérer l’interaction entre les histones et l’ADN. Ces enzymes 
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sont capables de modifier l’état de compaction de la chromatine en supprimant, déplaçant ou 
restructurant les nucléosomes (Figure 5). Il existe chez l’homme 4 familles différentes de 
complexes de remodelages qui possèdent un domaine ATPase commun : SWI/SNF, ISWI, CHD 
et INO80. Chaque famille est spécialisée dans des processus et des contextes cellulaires 
particuliers du fait de la présence de domaines uniques et également des sous-unités spécifiques 
avec lesquelles elles vont interagir. Néanmoins, on peut dégager un mécanisme d’action commun 
basé sur la translocation de l’ADN autour du nucléosome (Figure 6). Par l’hydrolyse de l’ATP, 
ces complexes sont capables de détacher une portion d’ADN créant une boucle qui se propage le 
long du nucléosome. A la fin de la réaction, le nucléosome s’est déplacé et une portion d’ADN, 
au départ masquée, est devenue accessible.  
 
b- L’échange de variants d’histones 
Il existe un autre mécanisme permettant de modifier la structure de la chromatine caractérisé 
par l’incorporation de variants d’histone dans le nucléosome. La modification de la composition 
en histones modifie les propriétés physicochimiques des nucléosomes et donc leurs interactions 
avec l’ADN. 
 
•  Les variants d’histones 
Les cellules eucaryotes contiennent des variants d’histones qui se distinguent des histones 
canoniques par leurs séquences en acides aminés. Contrairement aux histones canoniques, elles 
sont exprimées et assemblées en nucléosomes tout au long du cycle cellulaire indépendamment 
de la réplication. Des complexes protéiques, comme les complexes de remodelage ATP-
dépendant, sont capables d’échanger une histone de cœur contre un variant dans le but de 
conférer de nouvelles fonctions à la chromatine (Jin et al., 2005). Chez l’homme, les deux 
variants majeurs de H3 sont H3.3 et CENP-A (pour revue : (Talbert and Henikoff)). En ce qui 
concerne H2B, seul le variant hTSH2B (human Testis/spem-specific histone H2B), exprimé 
spécifiquement au niveau des testicules, a été décrit (Zalensky et al., 2002). Aucun variant de 
l’histone H4 n’a été caractérisé jusqu'à présent. Pour une meilleure compréhension de la suite du 
manuscrit, l’exemple de deux variants de l’histone H2A (H2A.X et H2A.Z) est développé ci 
dessous. Néanmoins, à l’heure actuelle 4 variants de l’histone H2A ont pu être caractérisés : 
H2A.X, H2A.Z, MacroH2A et H2ABBD.  
Figure 5 : Le remodelage de la chromatine ATP-dépendant 
L’action des enzymes de remodelages (remodeler) donne lieu à différents produits que l’on peut classer en 
deux catégories: a.  L’exposition de site: un site de liaison (en vert) pour des protéines (DNA-binding 
proteins (DBP)) en violet est masqué par l’octamère d’histone et devient accessible par le déplacement ou la 
suppression du nucléosome  ou le déroulement local de l’ADN. b. Le changement de composition du 
nucléosome: le contenu d’histone masquant le site de liaison est modifié par des échanges de variants 
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Figure 6 : Modèle de remodelage ATP-dépendant 
a. A gauche: Vue d’un nucléosome de profil. A droite: Vue d’un nucléosome de face. L’ADN est représenté 
en rose pour la 1e spire et en violet pour la 2e spire autour du nucléosome. Une astérisque (*) est représentée 
comme point de référence pour mieux visualiser la progression de l’ADN. b. Les stades 1 à 4 représentent les 
étapes successives qui ont lieu durant le processus de remodelage. L’enzyme de remodelage (ou remodeler) 
est encré sur le centre de l’octamère par un domaine charnière (Ch). Le changement de conformation du 
domaine de liaison à l’ADN (DBD. Stade 1) entraîne la formation d’une boucle d’ADN (Stade 2) qui va se 
propager autour du nucléosome grâce au domaine de translocation du remodeler (Tr. Stade 3). A la fin du 
processus, l’enzyme retrouve sa conformation initiale (Stade 4) et est prête pour un nouveau cycle de 
remodelage (modifié de Clapier and Cairns 2009) .    
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- Le variant H2A.Z : 
Ce variant est essentiel à la survie de nombreux organismes et est hautement conservé au 
cours de l’évolution ce qui suggère qu’il joue un rôle important dans le fonctionnement de la 
cellule. Ce variant est intensément étudié depuis ces dernières années mais ses fonctions restent 
assez controversées. La présence du variant H2A.Z dans le nucléosome est corrélée à des effets 
sur la transcription, soit activateurs ((Gevry et al., 2009)), soit répresseurs ((Gevry et al., 2007)) 
selon le contexte (pour revue : (Svotelis et al., 2009)). Il est également impliqué dans le 
mécanisme de « poising » ou équilibrage de promoteurs  qui consiste à préparer les gènes non 
transcrits à l’activation future de leur expression en empêchant la propagation de 
l’hétérochromatine voisine (Svotelis et al., 2009).  
 
- Le variant H2A.X : 
Le variant H2A.X, quand à lui, est connu pour être impliqué dans la signalisation des 
dommages à l’ADN et dans la réparation. En effet, il possède dans sa partie C-terminale un 
résidu conservé au cours de l’évolution mais absent chez H2A : la sérine 139. Ce site est 
phosphorylé lors de cassures double brin de l’ADN au voisinage des lésions et participe à la 
réponse aux dommages en amplifiant le signal et en recrutant des facteurs protéiques nécessaires 
à la réparation (Fillingham et al., 2006). Lorsque l’histone  est phosphorylée elle est alors appelée 
l’histone gamma-H2A.X (γH2A.X). 
 
• Les mécanismes d’échange  
En ce qui concerne le variant H2A.Z, il a été montré chez la levure, qu’il pouvait être 
incorporé par le complexe de remodelage ATP-dépendant SWR1 (Mizuguchi et al., 2004) dans 
des zones aussi bien actives qu’inactives en transcription. Dans ce cas, il y a un échange du 
dimère d’histone H2A/H2B pour un dimère H2A.Z/H2B sans que le nucléosome soit totalement 
désassemblé. Cet échange est directement activé par l’acétylation préalable de l’histone H2A par 
le complexe NuA4 (Altaf et al.). Chez l’homme, il peut être incorporé par les homologues de 
SWR1, à savoir SRCAP (Ruhl et al., 2006) et p400 (Gevry et al., 2007).  Il a récemment été 
démontré par ailleurs que le complexe histone acétyltransférase Tip60 est impliqué dans 
l’échange du variant H2A.Z (Choi et al., 2009). En effet, l’acétylation de l’histone H2A 
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nucléosomale par Tip60 faciliterait l’échange du dimère H2A.H2B par un dimère H2A.Z/H2B. 
Cet échange serait catalysé par l’activité ATPase de Tip49 et Tip48, protéines appartenant, tout 
comme Tip60 et p400, au complexe Tip60 (Choi et al., 2009). 
Dans le cas du variant H2A.X, peu de choses sont connues en ce qui concerne sa déposition 
au sein des nucléosomes. Il a récemment été démontré que le complexe FACT (constitué de 
l’hétérodimère Spt16/SSRP1) est responsable de l’échange (intégration et éjection) du variant 
H2A.X et son remplacement par H2A chez l’homme. Dans ce cas, l’éjection du variant est 
facilitée par la phosphorylation de H2A.X sur la sérine 139 qui déstabilise la structure du 
nucléosome (Heo et al., 2008).  
Enfin, chez la drosophile, des données in vitro montrent que le variant d’histone H2Aν 
(équivalent à la fois d’H2A.Z et d’H2A.X) qui est phosphorylé à proximité des lésions de l’ADN 
est échangé contre sa forme non phosphorylée par le complexe dTip60, et plus particulièrement 
par la sous-unité Domino (p400 chez l’homme) (Kusch et al., 2004).  
 
c- Le code des histones 
 
• Définition 
Les histones peuvent subir de nombreuses modifications post-traductionnelles au niveau de 
leurs queues N-terminales non structurées (Figure 7A). Chaque modification peut influencer sur 
les autres modifications d’une même queue d’histone mais également des queues d’histones des 
nucléosomes voisins. Ce processus permet, là encore à la cellule de modifier la structure 
chromatinienne et donc l’accessibilité de l’ADN. On décrit deux mécanismes par lesquels ces 
modifications peuvent moduler la dynamique de la chromatine : la modification peut neutraliser 
la charge positive de la queue N-terminale de l’histone et donc réduire l’interaction ADN/Histone 
entrainant un relâchement de la structure chromatinienne. La modification peut également 
permettre le recrutement de facteurs protéiques sur les sites modifiés. Ces modifications post-
traductionnelles pourraient ainsi former un code qui dicte l’état chromatinien et la manière de 
réguler un gène, c’est le « code des histones ». 
Il existe de nombreux types de modifications post-traductionnelles des histones dont les 4 
principales sont l’acétylation, la phosphorylation, la méthylation et l’ubiquitination. Dans le 
Figure 7: Le code des histones et la fluidité chromatinienne 
A. Représentation schématique des modifications post-traductionnelles sur les queues N-terminales des 
histones canoniques (Bhaumik et al., 2007). B. Fluidité de la chromatine. a. Une chromatine hypoacétylée est 
généralement associée à l’hétérochromatine inactive en transcription. b. On associe en revanche l’acétylation 
à l’activation de la transcription. L’acétylation est mise en place par des enzymes appelées histone 
acétyltransférases (HATs). Ce processus est réversible puisque les groupements acétyl peuvent être enlevés 
par des histone déacétylases (HDACs) (modifié de Georgopoulos et al., 2002). 
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paragraphe suivant l’exemple de l’acétylation sera développé en mettant en évidence les 
conséquences connues de cette modification sur les processus cellulaires impliquant l’ADN.  
 
• L’acétylation 
L’acétylation se fait sur les résidus lysines (K) par des enzymes spécifiques appelées histones 
acétyltransférases (HATs). Il existe deux familles de HATs chez l’homme : la famille MYST 
(Moz/Ybf2.Sas3/Sas2/Tip60) et la famille GNAT (Gcn5-related N-acétyltransférase). Cette 
modification est réversible puisqu’elle peut être enlevée par une autre famille d’enzymes, les 
histone déacétylases (HDACs) (Figure 7B). Les HATs et les HDACs font généralement partie de 
complexes multiprotéiques.  
Toutes les histones sont susceptibles d’être acétylées sur des lysines spécifiques dans leur 
domaine amino-terminal (Figure 7A). À l’échelle cellulaire, le niveau d’acétylation délimite 
topographiquement l’euchromatine et l’hétérochromatine au moyen d’un gradient 
d’acétylation/déacétylation. L’acétylation a pour conséquence la neutralisation de la charge 
positive de la lysine et induit la diminution des contacts avec l’ADN nucléosomique, avec les 
nucléosomes voisins et modifie l’interaction avec certaines protéines régulatrices. Cette 
modification est capable d’entraîner le recrutement de facteurs puisque des domaines protéiques 
appelés bromodomaines  reconnaissent spécifiquement les lysines acétylées. Ces changements 
donnent naissance à une chromatine plus flexible, où l’ADN est plus accessible (Figure 7B). 
L’acétylation des histones est impliquée dans de nombreux processus cellulaires. De manière 
générale, on associe l’acétylation à l’activation de la transcription. Par une étude à grande échelle 
cartographiant les HATs sur les gènes actifs et inactifs, il a récemment été montré, par exemple, 
que ces enzymes étaient retrouvés uniquement sur les régions transcrites (Wang et al., 2009). 
L’acétylation est également impliquée dans la réparation : il est montré par exemple que 
l’hyperacétylation de l’histone H4 par l’histone acétyltransférase Tip60 est nécessaire à la 
réparation des cassures double brin (DSB) (Murr et al., 2006). De plus, l’acétylation de l’histone 
H3 sur la lysine 56 est nécessaire pour la restructuration de la chromatine après DSB et 
l’accomplissement de la réparation (Chen et al., 2008). Enfin l’acétylation intervient également 
dans le processus de réplication. En effet, l’acétylation de l’histone H3 sur la lysine 56, 
précédemment impliqué dans la réparation, joue un rôle régulateur dans l’assemblage des 
nucléosomes couplé à la réplication (Li et al., 2008). 
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Ces différents exemples soulignent l’importance de l’acétylation dans la régulation de 
processus cellulaires aussi cruciaux que la réparation de l’ADN ou encore la transcription 
permettant aux cellules de proliférer de manière contrôlée. La dérégulation  de la balance 
acétylation/désacétylation peut donc affecter le devenir cellulaire et jouer un rôle majeur dans le 
développement de la tumorigénèse en agissant par exemple sur l’expression d’oncogènes ou de 
gènes suppresseur de tumeur. Au cours de ma thèse, je me suis attachée particulièrement à étudier 
deux composants du complexe histone acétyltransférase Tip60, à savoir la protéine Tip60 elle-
même et son partenaire p400. 
 Leurs caractéristiques structurales ainsi que leurs fonctions sont présentées dans la partie 
suivante. 
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- 1ère PARTIE : Le couple 
p400/Tip60 
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I- L’Histone acétyltransférase Tip60 et son partenaire p400 
Ces deux protéines sont retrouvées dans les cellules de mammifères au sein d’un complexe 
multiprotéique, le complexe Tip60. Ce complexe est conservé au cours de l’évolution puisque 
son homologue est identifié chez la drosophile, le complexe dTip60, tout comme chez la levure 
où son homologue correspond à la fusion des deux complexes de remodelage de la chromatine 
NuA4 et SWR1 (Figure 8). 
 
1) Le complexe Tip60 
Chez l’homme, le complexe Tip60 a été purifié en 2000 à partir de cellules HeLa 
surexprimant une forme étiquetée HA et FLAG de Tip60. Par deux immunoprécipitations 
successives dirigées d’abord contre l’étiquette FLAG puis l’étiquette HA, les auteurs ont pu 
identifier au moins 12 protéines co-purifiées avec Tip60 (Ikura et al., 2000). A l’heure actuelle, 
on en compte 18 grâce à l’identification de nouvelles sous-unités en 2003 (Cai et al., 2003) 
(Figure 8). Parmi les protéines identifiées, plusieurs portent des activités enzymatiques 
particulières. Le complexe Tip60 présente donc au moins les activités suivantes : Histone 
acétyltransférase, ATPase et Hélicase. L’activité HAT du complexe est portée uniquement par la 
protéine Tip60 et à pour substrats principaux les histones nucléosomales H4 et H2A. L’activité 
ATPase est portée par les protéines p400, Tip49 et Tip48, ces deux dernières étant aussi  
responsables de l’activité Hélicase du complexe (Ikura et al., 2000), (Park et al.).  
 
2) Les principales sous-unités du complexe Tip60 
Mes recherches s’étant axées sur les sous-unités Tip60 et p400, leurs structures et leurs 
fonctions respectives seront présentées en détails plus loin dans ce même chapitre. En revanche, 
les autres sous-unités ont également leur rôle à jouer au sein du complexe, qu’elles possèdent ou 
non une activité catalytique. Voici en résumé les caractéristiques des trois autres principales sous-
unités les plus étudiées : 
Figure 8: Composition du complexe Tip60 et homologie de ses sous-unités dans 3 espèces 
H.s = Homo sapiens, D.m = Drosophila melanogaster, S.c = Saccharomyces cerevisiae. Chez la levure, c’est 
la fusion des complexes NuA4 et SWR1 qui est l’homologue de Tip60 humain (D’après Sapountzi et al., 
2006). 
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a- Les hélicases Tip49 et Tip48  
Parmi les sous-unités du complexe Tip60, on peut citer les hélicases Tip49 (Pontine, Tip49a 
ou RUVBL1) et Tip48 (Reptine, Tip49b ou RUVBL2). Ces deux protéines appartiennent à la 
famille des ATPases AAA+ (ATPases Associated with diverse cellular Activities) et participent à 
plusieurs complexes qui agissent sur la chromatine, notamment le complexe Tip60 mais aussi le 
complexe SRCAP et INO80 chez l’homme et le complexe Swr1 chez la levure. De manière 
générale, Tip49 est requise pour l’activité HAT du complexe Tip60 (Jha et al., 2008) et 
Tip48/Tip49 sont essentielles pour l’activité de remodelage de la chromatine du complexe 
INO80. Elles interviennent dans de nombreux processus cellulaires comme le contrôle de la 
transcription ou la réponse aux dommages à l’ADN (Jha and Dutta, 2009).  
En ce qui concerne la transcription, Tip48 et Tip49 sont recrutées par les facteurs de 
transcriptions Myc et E2F pour l’activation de leurs gènes cibles après un stimuli mitogène  
(Frank et al., 2003) (Taubert et al., 2004). Le complexe Tip48/Tip49 est également impliqué dans 
la déposition du variant H2A.Z notamment au niveau du promoteur p21 puisque la déplétion de 
Tip49 par siRNA induit une forte diminution de la quantité d’H2A.Z normalement retrouvé sur le 
promoteur du gène p21 (Choi et al., 2009). Ainsi, le complexe Tip48/Tip49 peut avoir des effets 
activateurs et répresseurs sur l’expression des gènes. De plus, ces protéines peuvent avoir des 
rôles opposés sur la transcription. En effet, des rôles antagonistes de Tip48 et Tip49 ont été 
décrits dans la transactivation du gène suppresseur de métastase KAI1, avec un rôle activateur 
pour Tip49 et un rôle répresseur pour Tip48. Dans des cellules non métastatiques, l’activation du 
gène KAI1 nécessite le recrutement du complexe activateur Tip60/Tip49. En revanche dans des 
cellules métastatiques, la liaison de ce complexe activateur est bloquée par le recrutement d’un 
autre complexe répresseur, le complexe β-caténine/Tip48 (Kim et al., 2005).  
En ce qui concerne la réponse aux dommages à l’ADN, Tip48 et Tip49 peuvent être reliées à 
ce processus puisque le complexe INO80 est recruté au niveau de H2A.X phosphorylé lors de 
lésions à l’ADN et il est nécessaire pour l’éviction du variant phosphorylé chez la levure (van 
Attikum et al., 2007). De plus, chez l’homme Tip49 est également requise pour la 
déphosphorylation du variant H2A.X après cassures double brin de l’ADN (Jha et al., 2008).   
 
b- La protéine TRRAP 
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TRRAP (Transformation/Transcription domain Associated Protein) est une protéine de 400 
kDa appartenant à la famille des PIKK (PhosphatidylInositol 3-Kinase-related Kinases). Ces 
kinases sont des acteurs majeurs de la détection et de la signalisation des dommages à l’ADN. On 
compte parmi elles les kinases ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia-
Telangiectasia Related) et DNA-PKcs (DNA-dependent Protein Kinase catalytic subunit). Ce 
pendant, TRRAP porte une mutation inactivatrice dans le domaine catalytique crucial pour 
l’activité kinase et ne possède donc pas cette activité contrairement aux autres membres de la 
famille. TRRAP est hautement conservée au cours de l’évolution et ses homologues ont été 
trouvés dans de nombreuses espèces (McMahon et al., 1998) : Nipped-A chez D.melanogaster, 
Trr-1 chez C.elegans, et tra-1 chez S.cerevisae.  
Comme Tip49 et Tip48, TRRAP participe à plusieurs complexes multiprotéiques, et plus 
particulièrement aux complexes portant des activités HAT : le complexe Tip60 de la famille 
MYST et les complexes PCAF, STAGA et TFTC de la famille GNAT. (Pour revue (Murr et al., 
2007)).  Etant donnée que TRRAP est le seul élément partagé entre ces différents complexes et 
qu’elle est dépourvue d’activité enzymatique, il est proposé qu’elle joue un rôle unique de 
plateforme d’assemblage de ces complexes et favorise les interactions entre ces complexes et 
d’autres facteurs sur la chromatine. En effet, elle est capable de lier d’autres protéines comme 
Myc, E2F, β-caténine, skp1 ou encore p53. Ainsi TRRAP pourrait jouer un rôle clé dans 
l’orchestration des différents processus dépendant de la chromatine : 
Etant donné que TRRAP participe à des complexes HATs, elle est souvent associée à 
l’activation de la transcription via ces complexes : elle permettrait de recruter ces complexes aux 
promoteurs de gènes cibles et donc d’activer leurs transcription. En effet, elle permet par exemple 
de recruter Tip60 et PCAF aux promoteurs des gènes mad1 et mad2 (protéine impliqués dans les 
checkpoints mitotiques) et ainsi d’activer leurs expression (Li et al., 2004).  
TRRAP a également un rôle dans la réparation, tout d’abord de par l’implication dans ce 
processus des complexes HATs dont elle fait partie. Elle permet par exemple le recrutement du 
complexe Tip60 aux sites des dommages, permettant ainsi l’acétylation de l’histone H4 au 
voisinage de la cassure et rendre l‘ADN plus accessible aux facteurs de réparation (Murr et al., 
2006)  
Cependant des études montrent que le recrutement des HATs à la chromatine n’est pas le seul 
rôle de TRRAP. Elle est également retrouvée, par exemple, associé au complexe MRN (MRE11-
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RAD50-NBS1) qui est impliqué dans la réparation des cassures double brin (Robert et al., 2006). 
TRRAP interviendrait aussi dans le processus de dégradation de la β-caténine au niveau du 
noyau, complémentant la régulation cytoplasmique déjà caractérisée. Elle permettrait, en effet, le 
recrutement de la protéine skp1 sur les promoteurs cibles de la β-caténine permettant 
l’ubiquitination de la β-caténine elle même et donc sa dégradation (Finkbeiner et al., 2008). Par 
ce rôle, elle empêcherait ainsi une activation oncogénique et chronique de la β-caténine.  
TRRAP peut donc intervenir dans de nombreux processus biologiques par sa participation 
aux complexes HATs et non HATs. 
 
3) L’histone acétyltransférase Tip60 
La protéine Tip60 a été mise en évidence à l’occasion d’un crible double-hybride destiné à 
rechercher des cofacteurs de la protéine Tat du virus HIV-1 (Kamine et al., 1996). Les auteurs 
découvrent une nouvelle protéine qui interagit avec Tat in vitro et potentialise son activité 
transactivatrice lorsqu’on la surexprime. Le cDNA est alors identifié et la protéine est nommée 
Tip60 pour « Tat interactive protein 60kDa ». Plus tard, une analyse de séquences révèle que 
deux domaines de Tip60 présentent des homologies avec d’autres protéines (MOF chez la 
drosophile, MOZ chez l’homme, mais aussi SAS2 et SAS3 chez la levure S. cerevisiae) (Hilfiker 
et al., 1997). Il s’avère qu’un de ces domaines est un domaine fonctionnel commun à plusieurs 
histones acétyltransférases permettant la liaison de l’acétyl coenzyme A. Suite à cette 
observation, les auteurs émettent alors l’hypothèse que Tip60 est une histone acétyltransférase. 
L’activité HAT de Tip60 est confirmée peu de temps après sur un mélange d’histones purifiées 
(Yamamoto and Horikoshi, 1997). Dès lors, Tip60 est décrite comme une HAT de la famille 
MYST (pour MOZ, YBF2/SAS3, SAS2, et Tip60). Dès 1998, une histone acétyltransférase de 
levure présentant des homologies avec la famille MYST, la protéine Esa1, est identifiée comme 
gène essentiel chez S. cerevisiae (Smith et al., 1998). Elle s’avèrera être l’homologue de Tip60 
chez la levure. Tip60 est également conservée chez D. melanogaster (Zhu et al., 2007), D. rerio, 
M. musculus, A. thaliana et C. elegans  avec un taux de similarité allant de 41 à 68%. 
Remarque : récemment, le nom HTATIP a été choisi officiellement pour Tip60, nom que l’on 
retrouve dans la base de données HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee). En 2007, une 
A. 
Figure 9: La protéine Tip60 
A. Structure du gène tip60 et isoformes connues de la protéine chez l’homme. L’isoforme «canonique», la 
plus étudiée, est encadrée en vert. B. Domaines fonctionnels de Tip60. Le domaine MYST, partagé par toutes 
les HATs de la famille MYST, contient la région responsable de l’activité catalytique (domaine HAT) qui se 
caractérise notamment par le site de liaison à l’acétylCoA. Tip60 présente également un domaine en doigt de 
zinc permettant une éventuelle liaison directe à l’ADN, une « NR box », domaine de liaison aux récepteurs 
nucléaires, ainsi qu’un chromodomaine. 
Isoforme 1 : iTip60  
(L-Tip60) 
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(Tip60α) 















Isoforme 4 : Tip60∆2 337 aa 
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nouvelle nomenclature pour les enzymes de modification de la chromatine est parue dans le 
journal Cell (Allis et al., 2007). Tip60 s’appelle à présent KAT5. Par souci de lisibilité et de 
cohérence avec la bibliographie et mes propres travaux, j’ai conservé l’appellation Tip60 dans 
mon manuscrit. 
 
a- Caractéristiques structurales de Tip60 
 
• Isoformes 
Tip60 est codée par un gène situé en position 11q13.1 chez l’homme. Le gène s’étend sur 
environ 7,5kb et se compose de 14 exons. Il existe plusieurs variants d’épissage de Tip60, 
l’isoforme la plus exprimée étant celle qui correspond à la transcription des 14 exons et que l’on 
appelle communément Tip60 (Figure 9A).  
Un ARNm plus court de 156pb a été mis en évidence par amplification de la séquence de 
Tip60 à partir d’une banque d’ADNc de cœur humain (Ran and Pereira-Smith, 2000). Les auteurs 
montrent que cette isoforme est obtenue par exclusion de l’exon 5 au cours de l’épissage et qu’il 
produit une protéine Tip60 plus courte de 52 acides aminés qu’ils nomment Tip60β. Quelques 
mois plus tard, deux autres équipes publient également l’existence du même variant d’épissage de 
Tip60 dépourvu de l’exon 5 (Hlubek et al., 2001; Sheridan et al., 2001 ). Cependant, les premiers 
le nomment Tip60∆1 et les autres PLIP pour « cPLA2-interacting protein » car ils découvrent 
l’isoforme grâce à son interaction avec la phospholipase A2 (cPLA2). Ces mêmes auteurs 
proposent un rôle de PLIP dans la production de prostaglandine E2 par cPLA2 et dans l’apoptose. 
Ce variant existe aussi chez la souris où il est appelé Tip53 (McAllister et al., 2002). 
Au cours du même travail sur des ADNc de cellules Jurkat, Hlubek et al. découvrent une 
isoforme encore plus courte de Tip60 qu’ils nomment Tip60∆2. Elle correspond à 
Tip60β/PLIP/Tip60∆1 tronquée de 124 acides aminés dans la partie C-terminale (Hlubek et al., 
2001). Jusqu’à présent, aucun autre travail ne fait mention de ce variant. 
En 2003, c’est une forme plus longue de Tip60 qui est découverte au laboratoire (Legube and 
Trouche, 2003). En se basant sur l’étude du gène tip60 de souris qui montre une conservation 
exceptionnelle de l’intron 1 (99% entre l’homme et la souris, comparé à 20-30% pour les autres 
introns) (McAllister et al., 2002), les auteurs constatent que dans de nombreux EST et chez 
plusieurs espèces, l’intron 1 n’est pas épissé. Après analyse des ADNc de cellules Jurkat, HeLa et 
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NIH3T3, ils montrent que cet ARNm plus long est bien exprimé. D’autre part, ils montrent que la 
transfection d’un plasmide portant la séquence de la forme longue de Tip60 conduit bien à la 
production d’une protéine Tip60 portant 33 acides aminés supplémentaires.  
Une autre isoforme a été récemment découverte chez la souris. Elle est obtenue par rétention 
d’exons au sein de l’intron 11 (Kim et al., 2006). Cela conduit à la production d’une protéine 
ayant une partie C-terminale différente des autres Tip60. Les auteurs l’ont baptisée Tip55. Cette 
isoforme n’a pas été décrite chez l’homme jusqu’à présent. 
 
• Domaines fonctionnels 
La protéine Tip60 comporte plusieurs domaines fonctionnels (Figure 9B). Tout d’abord, elle 
se caractérise par un domaine catalytique appelé domaine MYST qui a été identifié par 
homologie de séquence avec les autres membres de la famille MYST. Ce domaine comporte un 
domaine en doigt de zinc (acides aminés 261-283) requis pour les interactions protéines-protéines 
et probablement nécessaire pour l’interaction de Tip60 avec ses substrats.  Le domaine MYST 
comporte aussi le domaine HAT proprement dit, lui-même caractérisé par la présence d’un site de 
liaison à l’Acétyl CoA. Tip60 possède également un chromodomaine (chromatin organization 
modifier domain) situé dans sa partie N-terminale (acides aminés 25-76). Ce domaine est 
hautement similaire au chromodomaine de la protéine HP1 (protéine associée à 
l’hétérochromatine : Heterochromatin-associated Protein 1) qui reconnaît les lysines méthylées. 
Une récente étude a démontré que le chromodomaine de Tip60 pouvait effectivement reconnaître 
la lysine 9 triméthylée de l’histone H3 (H3K9me3) et que l’interaction entre Tip60 et cette 
modification modulerait l’activation de Tip60 elle-même (Sun et al., 2009). Enfin, Tip60 possède 
dans sa partie C-terminale une région appelée « NR box »  permettant la liaison de Tip60 aux 
récepteurs nucléaires de Type I, récepteurs permettant la modulation de l’expression de gènes 
cibles en réponse à des signaux hormonaux spécifiques (Gaughan et al., 2001). 
Notons que toutes les isoformes de Tip60 possèdent l’ensemble de ces domaines à l’exception 
de Tip60∆2. Aucune étude n’a pour l’instant mis à jour une fonction particulière pour un variant 
donné.  Il est possible par exemple que les effets attribués à l’expression ectopique de PLIP sur 
l’apoptose dépendantes de cPLA2 soient obtenus de la même manière avec Tip60α puisqu’elle est 
elle même capable d’interagir avec la phospholipase A2 (Sheridan et al., 2001) et est également 
largement impliquée dans le processus apoptotique (Ikura et al., 2000) (Col et al., 2005) (Tang et 
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al., 2006) (Tyteca et al., 2006b). Mais les variations de structure entre les isoformes pourraient 
permettre une localisation différente et donc un rôle spécifique dans la cellule. Il est proposé par 
exemple que l’exon 5 contenu dans Tip60 et non dans PLIP coderait pour une séquence d’export 
nucléaire non classique permettant, dans les cellules mésangiales, une localisation cytoplasmique 
de Tip60 et non de PLIP  (Muckova et al., 2006).  
 
b- Caractéristiques fonctionnelles de Tip60 dans l’homéostasie de 
la cellule 
 
• Localisation subcellulaire  
Plusieurs études d’immunofluorescence ont montré que Tip60 est une protéine nucléaire (Ran 
and Pereira-Smith, 2000) (McAllister et al., 2002) (Wu et al., 2009). Notons tout de même que 
ces études ont été réalisées à partir de la surexpression d’une protéine Tip60 étiquetée. Il existe 
cependant des cas où Tip60 peut être retrouvée dans le cytoplasme. Tip60 est par exemple 
retrouvée dans le cytoplasme pour stabiliser la protéine Nmi (N-myc interactor), protéine régulant 
en partie la voie de prolifération Wnt/β-caténine (Zhang et al., 2007). Les travaux de Muckova et 
al., cités précédemment, détectent également Tip60 dans le cytoplasme de cellules mésangiales 
(Muckova et al., 2006). Néanmoins, peu de données sont disponibles quant à la localisation des 
autres isoformes de Tip60, à l’exception d’une étude selon laquelle une forme surexprimée et 
étiquetée de PLIP/Tip60β est retrouvée dans le cytoplasme de cellules HeLa (Ran and Pereira-
Smith, 2000). Dans tout les cas, ces différences de localisations ouvrent des perspectives quant au 
rôle de Tip60 dans les différents compartiments cellulaires. 
 
• Expression   
Dans les tissus adultes, les études menées sur les profils d’expression de Tip60 et de 
l’isoforme PLIP suggèrent que leur expression est plutôt ubiquitaire (McAllister et al., 2002) 
(Ran and Pereira-Smith, 2000). Chez l’homme, Tip60 est retrouvée dans des tissus comme les 
reins, le foie, la rate, les poumons, le cœur, l’estomac et le cerveau (Ran and Pereira-Smith, 2000) 
(Sheridan et al., 2001). Les analyses par Northern blot des ARNm de tip60 provenant de souris 
adultes, ont montrées également qu’elle était retrouvée au niveau des tissus suivants (cités dans 
l’ordre d’expression décroissante) : les testicules, le cœur, le cerveau, les reins, le foie, les 
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poumons, avec une expression presque nulle dans la rate et les muscles squelettiques (McAllister 
et al., 2002). Enfin, plusieurs études suggèrent un rôle important de Tip60 dans le 
développement. Dans l’embryon de souris, l’expression de Tip60 est maximale au stade E11 
(McAllister et al., 2002). De plus, le knock-out de Tip60 est létal de façon très précoce, avant 
l’implantation de l’embryon, chez les souris homozygotes, ce qui suggère un rôle essentiel de 
Tip60 dans le développement (Gorrini et al., 2007) (Hu et al., 2009). Chez la drosophile, 
l’expression de Tip60 est maximale pendant le stade embryonnaire, puis diminue dans la larve et 
augmente à nouveau dans l’adulte (Zhu et al., 2007). D’autre part, l’utilisation de siRNA (small 
interfering RNA) contre Tip60 pendant le développement de l’embryon est létal (Zhu et al., 
2007). Chez le poulet, Tip60 est exprimée uniformément au cours du développement à 
l’exception d’un pic d’expression forte dans le cœur au cours des stades précoces de 
l’embryogénèse (Lough, 2002). 
 
• Activité enzymatique   
 
- Acétylation des histones : 
Rapidement après sa découverte, Tip60 fut caractérisée comme enzyme portant une activité 
histone acétyltransférase (Yamamoto and Horikoshi, 1997), (Kimura and Horikoshi, 1998). C’est 
en 1997 qu’une équipe japonaise démontre que la protéine Tip60 recombinante est capable 
d’acétyler in vitro les histones de cœurs H3, H4 et H2A (Yamamoto and Horikoshi, 1997). Ces 
travaux se poursuivent par l’identification des résidus acétylés sur chacune des histones en 
utilisant des peptides correspondant aux queues N-terminales des histones : la lysine 5 (K5) pour 
l’histone H2A, la lysine 14 (K14) pour l’histone H3 et les lysines 5, 8, 12 et 16 (K5, K8, K12, 
K16) pour l’histone H4 (Kimura and Horikoshi, 1998). 3 ans plus tard, les travaux d’Ikura 
montrent cependant que la protéine recombinante Tip60 isolée n’est pas capable d’acétyler des 
histones assemblés en nucléosomes in vitro (Ikura et al., 2000). L’ensemble du complexe 
multiprotéique Tip60 est essentiel à son activité et s’est, en réalité au sein de ce complexe que 
Tip60 exerce sa fonction d’histone acétyltransférase. Cette étude montre également que le 
complexe Tip60 acétyle de manière sélective les histones nucléosomales H2A et H4 mais pas 
l’histone H3 (Figure 10a). Chez la levure, l’homologue de Tip60, Esa1 est également requis pour
Figure 10: Les protéines cibles de Tip60 
Tip60 acétyle de nombreuses protéines, classées ici en trois catégories. Tout d’abord a. les histones H4, H2A 
et H2AX  (les lysines acétylées sont indiquées), mais aussi b. des facteurs de transcription ainsi que c. 
d’autres protéines cruciales pour la vie cellulaire. 
Tip60 
H4 






a. Histones b. Facteurs de transcription c. Autres protéines 
PLAGL2 






l’acétylation de l’histone htz1 (homologue de H2A.Z) sur la lysine 14 au niveau des promoteurs 
de gènes actifs (Millar et al., 2006). Chez la drosophile, Tip60 acétyle aussi l’histone H2Av sur la 
lysine 5 (homologue de H2A.X et H2A.Z) lorsqu’elle est phosphorylée au voisinage de cassures 
double brin (Kusch et al., 2004). Enfin, Tip60 est capable d’acétyler chez l’homme l’histone 
H2A.X sur la même lysine en réponse aux cassures double brin, indépendamment de sa 
phosphorylation (Ikura et al., 2007). 
 
- Acétylation des facteurs de transcription : 
Tip60 est également capable d’acétyler des protéines non histones et parmi elles, plusieurs 
facteurs de transcription (Figure 10b). Deux études ont montrés par exemple que l’acétylation de 
p53 par Tip60 en réponse aux dommages à l’ADN contrôle le choix de la cellule d’entrer en 
apoptose plutôt que de s’arrêter dans le cycle cellulaire (Sykes et al., 2006), (Tang et al., 2006). Il 
a également été montré que Tip60 pouvait acétyler le proto-oncogène myc (Patel et al., 2004). 
Dans ce cas, l’acétylation du facteur de transcription induit une augmentation considérable de sa 
demi-vie. En revanche les résidus acétylés, ainsi que le mécanisme de stabilisation, n’ont pas 
encore été identifiés à ce jour. De plus, l’acétylation par Tip60 du récepteur aux androgènes (AR, 
récepteur nucléaire de classe 1) ainsi que du facteur de transcription PLAGL2 (Pleitropic 
adenoma gene-like 2) stimule leurs activités transactivatrices (Gaughan et al., 2001), (Ning et al., 
2008). Enfin, en réponse aux UV, Tip60 acétyle le fragment intracellulaire du récepteur 
membranaire Notch1, Notch1-IC, impliqué dans la transcription (Kim et al., 2007). Dans ce cas 
précis, Tip60 joue le rôle de régulateur négatif en empêchant l’interaction de Notch1-IC avec la 
protéine CSL indispensable à son activité transactivatrice (Kim et al., 2007). 
 
- Acétylation d’autres protéines : 
Tip60 est capable d’acétyler d’autres protéines telle que la protéine du rétinoblastome Rb, par 
exemple, ce qui conduit à sa dégradation par le protéasome (Leduc et al., 2006).  Au contraire, 
l’acétylation de la kinase ATM par Tip60 après dommages à l’ADN conduit à son activation (Sun 
et al., 2005), (Sun et al., 2007) (Figure 10c). 
 
• Régulation   
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- Régulation transcriptionnelle de Tip60 : 
Très peu de données sont disponibles quant à la régulation transcriptionnelle du gène tip60. 
Mis à part quelques travaux sur les patrons d’expressions du messager dans des tissus ou au cours 
du développement (voir ci-dessus), une seule étude a mis en évidence une régulation 
transcriptionnelle de Tip60. Cette étude montre que le promoteur du gène tip60 contient des 
éléments cis appelés E-box qui permettent la régulation du gène par le facteur de transcription 
circadien Clock (Miyamoto et al., 2008).  
En revanche, la régulation post-traductionnelle de Tip60 est plus connue (Figure 11) et influe 
sur les caractéristiques de la protéine : 
  
- Régulation de la stabilité de Tip60 : 
Tip60 est une protéine instable dont la demi-vie avoisine 30 minutes (Legube et al., 2002). En 
absence de stimulus, Tip60 est maintenue à un niveau basal faible grâce à sa dégradation par le 
protéasome. Tip60 est ciblée vers cette voie par mono et poly-ubiquitination. Au moins 3 
ubiquitine-ligases capables d’ubiquitinyler Tip60 ont été identifiées à ce jour : L’E3 ubiquitine-
ligase Mdm2 (Mouse double minute 2)  (Legube et al., 2002), l’activité E4 ubiquitine-ligase 
associée à l’HAT p300/CBP (Col et al., 2005) et enfin l’ubiquitine-ligase Cul3 (Bhoumik et al., 
2008). Cependant, il faut noter que l’ubiquitination de Tip60 par p300/CBP n’a été montrée 
qu’en présence du transactivateur tat du virus VIH-1.  
En réponse à un stress, la protéine Tip60 est au contraire stabilisée, par exemple en réponse 
aux UV ou aux radiations ionisantes (Legube et al., 2002) (Bhoumik et al., 2008). Tip60 est 
également stabilisée après traitements aux rayons X ou à l’H2O2 (agent inducteur de stress 
oxydatif) (Muckova et al., 2006).  
 
- Régulation de la localisation de Tip60 : 
La localisation de la protéine Tip60 peut également être régulée. En effet, une étude a mis en 
évidence que Tip60 pouvait être sumoylée sur les lysines 340 et 351 par la protéine Ubc9 en 
réponse aux UV (Cheng et al., 2007). Cette modification semble induire la relocalisation de 
Tip60 depuis le nucléoplasme vers les PML bodies (Promyélocytic Leukemia bodies). Il a 
Figure 11 : Modifications post-traductionnelles de Tip60 
Toutes les modifications connues à ce jour sur Tip60 sont représentées, ainsi que les facteurs responsables de 
ces modifications. Les résidus sont indiqués autant que possible. Parfois, ils n’ont pas été caractérisés et 
seule la région portant la modification a été délimitée, c’est le cas de l’ubiquitination par l’E4 ubiquitine-
ligase associée à p300/CBP ; ou bien, le site est totalement inconnu (ubiquitination par Mdm2 et Cul3, auto-
acétylation de Tip60 et déacétylation par Sirt1). 
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également été montré que l’interaction de Tip60 avec la protéine PML3 induisait sa relocalisation 
aux PML bodies et ainsi sa protection contre la dégradation par le protéasome (Wu et al., 2009). 
Dans ce cas, PML3 entrerait en compétition avec l’ubiquitine-ligase Mdm2. Enfin, la 
phosphorylation de Tip60 par la protéine kinase C ε modifie sa localisation en la séquestrant dans 
le cytoplasme, ce qui suggère une nouvelle manière de contrôler les fonctions cellulaires de 
Tip60 (Sapountzi et al., 2008).  
 
- Régulation de l’activité de Tip60 : 
Enfin, l’activité de Tip60 fait également l’objet de régulations cellulaires. Par exemple, la 
sumoylation de Tip60 par Ubc9 citée précédemment stimulerait son activité acétyltransférase 
après irradiations aux UV (Cheng et al., 2007). D’autres part, la phosphorylation de Tip60 sur les 
sérines 86 et 90 stimule son activité HAT (Lemercier et al., 2003). Ces phosphorylations sont 
induites en G2/M et la kinase proposée est Cdc2/cycline B. L’activité HAT de Tip60 est 
également activée par les dommages, notamment après traitement à la bleomycine (Sun et al., 
2005), (Jiang et al., 2006). A noter que l’activité de Tip60 est également régulée par la protéine 
PDCD5 (Programmed cell death 5) aussi bien dans des conditions basales qu’en réponse aux UV 
certainement par le fait que PDCD5 stabilise et protège Tip60 de sa dégradation par le 
protéasome (Xu et al., 2009). Enfin, une étude très récente montre que l’activité de Tip60 peut 
être réprimée par une interaction directe du domaine SANT de l’ATPase p400 avec son domaine 
HAT (Park et al.). Par des essais luciférases sur le promoteur du gène p21, les auteurs ont montré 
que p400 est capable d’inhiber l’activité coactivatrice de Tip60 sur ce gène.  
 
- Autres régulations : 
Tip60 peut être acétylée par p300/CBP sur les lysines 268 et 282 mais les conséquences sur 
sa fonction restent encore floues (Col et al., 2005).  D’autres part, une autre étude a montré que 
Tip60 était capable d’auto-acétylation (Creaven et al., 1999). Plus tard, une étude montre que 
cette autoacétylation est induite en réponse aux dommages après irradiation aux UV et qu’elle 
permet la dissociation des oligomères Tip60 augmentant ainsi l’intéraction de la protéine avec ces 
substrats (Wang and Chen). Dans cette même étude, ainsi qu’une autre, la protéine Sirt1 est 
identifiée comme déacétylase de Tip60 après traitements aux rayons γ et aux UV (Yamagata and 
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Kitabayashi, 2009), (Wang and Chen). Cette déacétylation de Tip60 réprime son activité 
enzymatique et empêcherait ainsi une activation excessive de la réponse aux dommages pouvant 
être délétère pour la cellule (Yamagata and Kitabayashi, 2009).  
 
• Fonctions de Tip60  
La protéine Tip60 est impliquée dans de nombreux mécanismes contrôlant le devenir 
cellulaire (Figure 12 et 13). 
 
- Tip60 dans la prolifération cellulaire : 
Dans des conditions normales, Tip60 est une protéine essentielle à la cellule de par son rôle 
de cofacteur pour de nombreux facteurs de transcription importants pour la prolifération 
cellulaire. Dans la plupart des cas, Tip60 joue un rôle de co-activateur transcriptionnel mais 
quelques exemples de rôles répresseurs ont été décrits (Xiao et al., 2003), (Putnik et al., 2007), 
(Ai et al., 2007). Tip60, en tant que cofacteur, peut moduler la transcription par l’acétylation des 
histones au niveau des gènes cibles de ces facteurs de transcription (exemple : gènes cibles de 
E2F1 (Figure 12A.a)) mais également par l’acétylation directe de ces facteurs (Figure 10). 
Les principaux arguments prouvant la nécessité de Tip60 pour la prolifération cellulaire 
émergent des études suivantes : chez la levure, Esa1 est une protéine essentielle pour la 
croissance puisque les spores délétées pour l’allèle Esa1 arrêtent de croître après 3 ou 4 divisions 
cellulaires (Clarke et al., 1999). Il en est de même pour le développement de la drosophile. En 
effet, l’extinction de dTip60 par stratégie d’interférence à l’ARN conduit à une forte létalité 
cellulaire ainsi qu’à un arrêt de la progression dans le cycle (Zhu et al., 2007). Enfin, une étude 
très récente montre que les souris knock-out pour Tip60 ne sont pas viables et les embryons 
meurent au stade blastocyste (Hu et al., 2009).  
On peut citer au moins 2 exemples des fonctions transactivatrices de Tip60 essentielle pour la 
prolifération cellulaire :  
o Tip60 et E2F :  
Des expériences d’immunoprécipitations de chromatine ont montré par exemple que Tip60, 
ainsi que d’autres facteurs du complexe Tip60 (p400, TRRAP, Tip49 et Tip48), sont recrutés par 
TRRAP 
Activations des gènes pro-apoptotiques 
Activation du gène p21 
Activation des gènes cibles d’E2F1 
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Figure12: Exemple de rôles de Tip60 dans la prolifération et l’apoptose 
A. a: A l’état basale Tip60 joue le rôle de coactivateur transcriptionnel de facteur de transcription essentiel 
pour la prolifération tel que le facteur E2F1. b: En réponse aux dommages à l’ADN, Tip60 peut intervenir 
comme cofacteur du suppresseur de tumeur p53 et induire l’arrêt du cycle en G1 via la régulation du gène 
p21. B. En réponse aux dommages, Tip60 peut également intervenir dans l’apoptose dépendante de p53 en 
régulant son affinité pour les promoteurs de gènes pro-apoptotiques. 
Les nucléosomes comprenant l’histone H4 acétylée sont représentés en gris.  
A. Rôle dans la prolifération B. Rôle dans l’apoptose 
Lésions à l’ADN 
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le facteur de transcription E2F1 (appartenant aux membres activateurs de la famille de facteurs de 
transcription E2F) sur les promoteurs de ses gènes cibles (Taubert et al., 2004). Ce recrutement 
corrèle avec l’hyperacétylation de l’histone H4 sur ces promoteurs  et l’activation des gènes 
cibles d’E2F1 suggérant que le complexe Tip60 participe à ces mécanismes (Figure 12A a). Par 
ailleurs, Tip60 participe à l’activité E2F1 puisqu’elle permet de réduire l’effet inhibiteur des 
protéines à poches telles que Rb, qui se lient au domaine transactivateur des facteurs E2F. Ainsi, 
au moment de la transition G1/S, Tip60 participe à la dissociation de Rb d’E2F en acétylant la 
protéine Rb, entrainant sa prise en charge par le protéasome et sa dégradation (Leduc et al., 
2006). Ainsi, elle favorise la transcription dépendante d’E2F et la prolifération.  
o Tip60 et myc :  
On peut également citer l’exemple du facteur de transcription myc qui est essentiel à la 
prolifération. En effet, comme pour E2F, Tip60 et les autres facteurs du complexe sont recrutés 
sur les promoteurs cibles de myc (Frank et al., 2003). Tip60 est aussi capable d’interagir et 
d’acétyler directement myc conduisant à sa stabilisation (Patel et al., 2004). Enfin, le recrutement 
de Tip60 sur les promoteurs des gènes cibles de myc corrèle avec l’acétylation de plusieurs 
résidus lysines, cibles du complexe Tip60 (H4K5, H4K8, H4K12 et H2AK5) (Martinato et al., 
2008). Cette étude laisse présumer, ici aussi, un rôle du complexe Tip60 dans l’activation de la 
transcription dépendante de myc.  
 
Il est a noté que Tip60  intervient également  dans des voies antiprolifératives.  
o Tip60 et l’arrêt du cycle :  
Tip60 a été impliqué à plusieurs reprises dans l’arrêt du cycle cellulaire en G1 en réponse à 
des dommages à l’ADN. Cet arrêt est largement dépendant du suppresseur de tumeur p53 et de 
l’induction de la protéine inhibitrice des cdk, p21. En effet, un crible à grande échelle basée sur 
l’interférence à l’ARN (RNAi) a identifié Tip60 comme composant essentiel de la voie p53 pour 
l’arrêt en G1/S en réponse aux radiations ionisantes (Berns et al., 2004) (Legube et al., 2004). 
D’autre part, une étude a montré le recrutement de Tip60 sur le promoteur du gène p21 au niveau 
des sites de liaison de p53 et une corrélation avec l’activation de sa transcription en réponse à la 
daunorubicine, un inhibiteur de la topoisomérase II (Gevry et al., 2007). Dans ce cas également, 
l’acétylation de l’histone H4 corréle avec le recrutement de Tip60 (Tang et al., 2006) (Figure 
12A b). 
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Tip60 est également requise pour l’arrêt en G2 induit par la protéine p14ARF (Eymin et al., 
2006). Cet arrêt passe par l’activation de la voie ATM/ATR/CHK (voie de signalisation des 
dommages à l’ADN). Tip60 est également requise pour l’activation de cette même voie 
dépendante de p14ARF en réponse au cyclophosphamide (CP), un agent alkylant. En effet, la 
phosphorylation d’ATM et CHK2 en réponse au CP est inhibée en présence d’un siRNA dirigé 
contre Tip60 (Eymin et al., 2006).  
Tip60 peut également exercer son action antiproliférative via sa participation au mécanisme 
d’apoptose. 
 
- Tip60 dans l’apoptose : 
On sait que Tip60 est requise pour l’apoptose induite en réponse aux dommages à l’ADN 
depuis les expériences de l’équipe de Nakatani en 2000. En utilisant la cytométrie en flux, les 
auteurs ont montré que des cellules HeLa exprimant une forme mutée pour l’activité HAT de 
Tip60 présentaient un défaut d’apoptose en réponse aux rayons γ (Ikura et al., 2000). 
La fonction pro-apoptotique de Tip60 est d’ailleurs ciblée par le transactivateur Tat du virus 
VIH-1. En effet, Tat favorise la résistance à l’apoptose des cellules H1299 à l’actinomycine D en 
entrainant la dégradation de Tip60 par le système du protéasome via l’action de l’activité 
ubiquitine-ligase associée à CBP/p300 (Col et al., 2005). Notons que les deux études citées ci-
dessus sont réalisées dans des conditions ou le suppresseur de tumeur p53 est absent. En effet, 
dans les cellules HeLa, p53 est dégradée par l’action de l’oncoprotéine virale E6 et les cellules 
H1299 sont déficientes en p53. Ces données suggèrent donc un rôle de Tip60 dans l’apoptose 
indépendante de p53. 
En revanche ces données n’excluent pas pour autant un rôle de Tip60 dans l’apoptose 
dépendante de p53. La preuve en est que Tip60 a également un rôle pro-apoptotique en réponse à 
divers agents génotoxiques (irradiations γ, UV, camptothécine, étoposide) en agissant 
directement sur p53 (Figure 12B). En effet, une étude réalisée au sein de l’équipe a montré qu’en 
réponse aux UV, Tip60 interagit directement avec p53 (Tyteca et al., 2006b). Cette interaction est 
requise pour la liaison de p53 à ses promoteurs cibles puisque l’utilisation de siRNA dirigés 
contre Tip60 entraîne une diminution du recrutement de p53 sur ses promoteurs cibles (Tyteca et 
al., 2006b). De plus, comme nous l’avons vu précédemment, Tip60 est capable d’acétyler p53 sur 
la lysine 120 qui est localisée dans le domaine de liaison à l’ADN (Tang et al., 2006), (Sykes et 
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al., 2006). Les auteurs montrent que cette modification entraine une meilleure activation de 
certains gènes cibles pro-apoptotiques de p53 et induit préférentiellement l’apoptose. L’action de 
Tip60 sur p53 permettrait donc à la cellule de déclencher l’apoptose plutôt que l’arrêt du cycle.  
 
- Tip60 dans la signalisation des dommages : 
Tip60 joue également un rôle majeur dans la prise en charge des dommages. Son rôle dans la 
réponse aux dommages à l’ADN (DDR pour DNA damage response) passe en partie par son 
action sur le suppresseur de tumeur p53 décrite précédemment dans l’apoptose et l’arrêt du cycle. 
Mais Tip60 intervient également plus en amont dans les voies de signalisation.  
o Tip60 et la transduction du signal :  
En effet, ATM, protéine  impliquée dans la signalisation des dommages, est acétylée par 
Tip60 après induction de cassures double brin (Sun et al., 2005). Les auteurs ont montré, par 
western blot, qu’ATM est acétylé en réponse à la bléomycine et à des radiations ionisantes. Ils 
montrent également que, dans des cellules exprimant un mutant pour l’activité HAT de Tip60, 
l’activité kinase d’ATM est inhibée. En utilisant un siRNA dirigé contre Tip60, ils prouvent que 
Tip60 est requise pour l’acétylation d’ATM et la phosphorylation de ses cibles p53 et Chk2, donc 
pour son activation. Deux ans plus tard, les auteurs ont complété ces travaux en identifiant la 
lysine 3016 d’ATM comme étant le résidu acétylé par Tip60 (Sun et al., 2007). Très récemment, 
cette même équipe a réalisé une étude qui a permis d’approfondir le mécanisme par lequel Tip60 
agissait dans la signalisation des cassures double brin : cette étude montre que Tip60 est recrutée 
au niveau des cassures double brin en réponse aux radiations ionisantes via le complexe MRN 
(Sun et al., 2009). Les travaux montrent qu’un shRNA dirigés contre la protéine Rad50 
(composant du complexe MRN senseur des DSB : Mre11-Rad50-Nbs1) empêche le recrutement 
de Tip60 aux cassures (Sun et al., 2009). Le recrutement de Tip60 par MRN permettrait son 
interaction, via son chromodomaine, avec la lysine 9 triméthylée de l’histone H3 et ainsi, 
l’activation de l’activité acétyltransférase de Tip60 sur ATM (Sun et al., 2009). De récents 
travaux réalisés au sein de l’équipe montrent que Tip60 interagit avec le complexe MRN puisque 
l’immunoprécipitation de Tip60 conduit à la co-immunoprécipitation des trois sous-unités du 
complexe (Chailleux et al.) (Figure 13A).  
Notons qu’il a également été montré que Tip60 était requise pour l’activation de la DDR 
dépendante d’ATM et Chk2 en réponse au cyclophosphamide (Eymin et al., 2006).  
b. Sur l’histone H2AX 
a. Sur l’histone H4 
Figure13: Exemple de rôles de Tip60 dans la 
signalisation des dommages et la réparation 
A. En réponse aux dommages à l’ADN, Tip60 
intervient également dans la mise en place de la 
signalisation des dommages via l’activation de la 
protéine senseur ATM. B. Tip60 joue un rôle dans 
la réparation des cassures en agissant par 
exemple sur les histones. a. Tip60 est recruté par 
TRRAP à la cassure et acétyle l’histone H4. b. 
Tip60 acétyle également l’histone H2AX et 
provoque son éviction des nucléosomes.  
Les nucléosomes non modifiés sont représentés 
en blanc, ceux comprenant l’histone H3 méthylée 
sont représentés en rose, ceux comprenant 
l’histone H4 acétylée en gris et ceux comprenant 
l’histone H2AX en bleu. 
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De plus, une récente étude montre que Tip60 est impliquée dans la réponse aux dommages 
induits par les UV impliquant la phosphorylation d’H2A.X, des kinases JNKs (c-Jun N terminal 
kinases) et des substrats d’ATR, une autre kinase senseur des dommages (Kranz et al., 2008). Les 
auteurs montrent que des siRNA dirigés contre Tip60 induisent une résistance à l’apoptose en 
réponse aux UV dans des cellules p53 négatives (Saos-2). Ils montrent également que ces mêmes 
siRNA entraînent l’inhibition de la phosphorylation d’H2A.X, des kinases JNKs et des substrats 
d’ATR. Bien que l’acétylation d’ATR par Tip60 n’a pas été démontrée, ces résultats suggèrent un 
rôle crucial de Tip60 indépendant de p53 dans l’activation de la signalisation ATR-dépendante et 
de la protéine ATR elle-même,  
A noter que Tip60 peut également interagir avec la kinase DNA PKcs, comme avec ATM, 
par son domaine FATC et peut participer à son activation en réponse aux dommages (Jiang et al., 
2006). En effet, des siRNA dirigés contre Tip60 inhibent l’activation de la kinase en réponse à un 
traitement à la bléomycine mais, dans ce cas également, l’acétylation de DNA PKcs par Tip60 
n’a pas été démontrée.  
o Tip60 et la réponse aux dommages induits par les oncogènes :  
Tip60 joue aussi un rôle dans la signalisation des dommages induits par les oncogènes. Cette 
réponse est appelée « oncogene-induced DNA damage response » (OIDDR). L’activité des 
oncogènes se traduit notamment par une réplication aberrante du génome, ce qui génère un stress 
réplicatif pouvant produire des dommages à l’ADN tels que des cassures double brin (Di Micco 
et al., 2006), (Bartkova et al., 2006). La voie de signalisation mise en œuvre dans ce cas fait 
intervenir notamment p53 et Chk2. Chez les souris hétérozygotes pour Tip60, la réponse aux 
dommages induits spécifiquement par l’oncogène Myc est abolie (Gorrini et al., 2007). De plus, 
une étude très récente montre que le knockdown de Tip60 permet de contourner la sénescence 
normalement induite par l’oncogène Myc dans des MEFs (Mouse embryonic fibroblaste) cdk2 
négative (Campaner et al.). Ces résultats suggèrent fortement l’importance de Tip60 dans les 
voies de signalisation induites par les oncogènes.  
 
- Tip60 dans la réparation :  
Les premiers éléments indiquant que Tip60 pouvait jouer un rôle dans la réparation des 
dommages ont émergé de l’étude d’Ikura en 2000 (Ikura et al., 2000). En effet, dans cette étude 
les auteurs montrent que la surexpression d’un mutant dominant négatif de Tip60, dépourvu de 
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l’activité HAT, inhibe la réparation des cassures double brin. Par électrophorèse en champ pulsé, 
ils mettent effectivement en évidence que la disparition du « smear » d’ADN (résultant de 
cassures double brin dans l’ADN) après irradiations aux rayons γ est plus lente dans les cellules 
exprimant le dominant négatif de Tip60, reflétant une réparation des cassures plus lente.  
Tip60 a également été impliquée dans la réparation des ponts interbrins induits par la 
mitomycine C (MMC) (Hejna et al., 2008). En effet, le knockdown de Tip60 par siRNA 
augmente la sensibilité des cellules à la MMC. De plus, Tip60 est capable d’interagir directement 
avec la protéine FANCD2 (protéine participant à la voie de réparation de ces dommages, voie de 
Fanconi) et colocalise avec celle-ci dans des foyers nucléaires induit par la MMC (Hejna et al., 
2008).  
Il existe donc plusieurs preuves de l’implication de Tip60 dans des voies de réparation et 
plusieurs études ont apportés des informations sur les mécanismes moléculaires mis en jeu par 
Tip60 dans cette fonction : 
o Tip60 et l’histone H4 : 
L’équipe de Z. Herceg a montré par immunoprécipitation de chromatine (ChIP), que Tip60 
est recrutée directement au niveau des sites de cassures (Murr et al., 2006). Pour cela, les auteurs 
utilisent un système permettant d’induire une lésion double brin unique dans le génome de 
cellules U2OS, sur une séquence connue et cible de l’enzyme de restriction I-Sce1. Ainsi, ils 
étudient le recrutement de facteurs protéiques au voisinage de cette cassure par ChIP et mettent 
en évidence la liaison de Tip60. Dans cette même étude, les auteurs montrent que le recrutement 
de Tip60 se fait via son interaction directe avec la protéine TRRAP et qu’elle permet l’acétylation 
de l’histone H4 au voisinage de la cassure (Murr et al., 2006) (Figure 13B a). Ils montrent ensuite 
grâce à des cellules TRRAP négatives ou des siRNA dirigés contre TRRAP que cette protéine est 
requise pour le recrutement de facteurs de réparation tels que Rad51 et BRCA1. Le lien avec 
l’acétylation des histones dans ce recrutement est suggéré par le fait que des inhibiteurs de 
déacétylases, comme le sodium butyrate, restaurent les foci Rad51 après irradiation des cellules 
TRRAP négatives. De plus, un mutant de Tip60 sans activité HAT semble inhiber la formation de 
ces mêmes foci Rad51. L’ensemble de ces résultats tend à montrer que le recrutement de Tip60 
par TRRAP permet l’acétylation des histones, facilitant l’accès de la chromatine pour les facteurs 
de réparation. 
o Tip60 et l’histone H2A.X :  
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Des données obtenues chez l’homme montrent que Tip60 participe à la dynamique de 
l’histone H2A.X après dommages (Ikura et al., 2007). Les auteurs montrent que Tip60 acétyle 
H2A.X sur la lysine 5 en réponse aux dommages, indépendamment de sa phosphorylation. Cette 
acétylation est requise pour la poly-ubiquitination de H2A.X par Ubc13, une ubiquitine-ligase 
partenaire de Tip60 après irradiation. Ces modifications entraîneraient l’éviction de H2A.X de la 
chromatine endommagée (Figure 13B b) et aurait pour but de la déstructurer et de faciliter le 
recrutement de facteurs de réparation, comme on le suppose pour l’acétylation de H4. A noter 
que toutes les histones H2A.X ne sont pas déplacées puisque la phosphorylation de ces molécules 
au voisinage de la cassure est indispensable à la réparation. 
Lorsque la réparation est accomplie, les marques épigénétiques présentes initialement au site 
de cassure doivent être restaurées. C’est notamment le cas de l’histone H2A.X qui doit être 
déphosphorylée. Deux mécanismes différents semblent intervenir dans ce processus : 
l’enlèvement de γH2A.X et son remplacement par H2A.X non phosphorylée et la 
déphosphorylation proprement dite par la phosphatase PP2A (Chowdhury et al., 2005). Tip60 
semble intervenir dans la restauration des marques épigénétiques sur H2A.X en favorisant 
l’échange d’histone après réparation des cassures double brin. Des données obtenues in vitro et 
dans des cellules de drosophile tendent à le montrer (Kusch et al., 2004). Les auteurs démontrent 
en utilisant des nucléosomes reconstitué in vitro que dTip60 est capable de catalyser l’échange de 
la forme phosphorylée de H2Aν (Homologue de H2A.X et H2A.Z chez la drosophile) contre 
H2Aν non modifiée présente dans le milieu. Cette réaction est potentialisée par l’ajout 
d’AcétylCoA dans le milieu suggérant l’implication d’un mécanisme d’acétylation. Ils montrent 
ensuite dans des cellules S2 de drosophile que Tip60 est, en fait, capable d’acétyler la lysine 5 de 
l’histone H2Aν après irradiations aux rayons γ. Enfin, l’utilisation de siRNA dirigés contre Tip60 
dans ces mêmes cellules provoque la persistance de la phosphorylation de H2Aν après traitement, 
renforçant l’hypothèse d’un rôle de Tip60 dans l’élimination de cette marque épigénétique 
spécifique des dommages.  
De nouvelles données publiées en 2008 confirment l’hypothèse d’un rôle de Tip60 dans 
l’enlèvement de la marque γH2A.X après réparation (Jha et al., 2008). Tout d’abord, l’utilisation 
de siRNA dirigés contre Tip60 provoque la persistance du signal γH2A.X plusieurs heures après 
une irradiation aux UV, alors qu’elle commence à disparaître à 60 minutes dans les cellules 
contrôles. Le complexe Tip60 interviendrait dans la déphosphorylation de H2A.X via 
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l’acétylation de l’histone H4, peut-être en favorisant un état ouvert de la chromatine. De manière 
intéressante, les siRNA Tip60 provoquent l’accumulation de γH2A.X dans la fraction 
chromatinienne tandis que les siRNA PP2A entraînent une accumulation dans la fraction soluble. 
Ainsi, Tip60 et PP2A agiraient à deux étapes différentes du processus de déphosphorylation. Tout 
d’abord, le complexe Tip60 permettrait l’ouverture de la chromatine par l’acétylation de H4, ce 
qui favoriserait l’enlèvement de γH2A.X de la chromatine et permettrait l’action de la 
phosphatase dans le nucléoplasme. A noter dans ce cas-là que les auteurs n’ont pas testé une 
éventuelle acétylation de γH2A.X par Tip60. Cependant, le rôle de Tip60 dans l’enlèvement de 
γH2A.X reste discutable car d’autres études montrent, au contraire, que la réduction de Tip60 par 
stratégie d’interférence à l’ARN induit une diminution du marquage γH2A.X après différents 
stress (Eymin et al., 2006), (Gorrini et al., 2007), (Chailleux et al.). Ceci indique que l’expression 
de Tip60 est requise pour la phosphorylation d’H2AX. Tip60 pourrait donc agir à deux étapes 
différentes de la réparation : Au niveau de la mise en place de la signalisation des dommages puis 
au niveau de l’enlèvement de ces signaux. 
 
 
c- Caractéristiques fonctionnelles de Tip60 dans les cancers 
  
Etant donné l’implication de Tip60 dans autant de processus essentiels pour le contrôle du 
devenir cellulaire, il semble évident qu’une dérégulation de l’expression ou des fonctions de 
Tip60 peut mener à la mise en place du processus de transformation cellulaire et de 
tumorigénèse. Plusieurs études ont pu effectivement montrer un rôle de Tip60 dans différents 
types de cancers :  
 
• Localisation subcellulaire de Tip60 dans les cancers  
Très peu d’études ont annalysé la localisation cellulaire de Tip60 dans le cadre du cancer. On 
peut néanmoins noter les travaux d’Halkidou sur le cancer de la prostate qui ont mis en évidence 
une différence de localisation cellulaire de Tip60 au cours de la progression tumorale (Halkidou 
et al., 2003). Il faut savoir qu’au départ, le cancer de la prostate est dépendant des androgènes 
pour se développer et est sensible aux traitements basés sur la privation hormonale. Par la suite, 
la majorité de ces tumeurs deviennent indépendantes vis à vis des androgènes et insensibles aux 
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traitements. Par des techniques d’immunohistochimie, les auteurs montrent que Tip60 est 
retrouvée majoritairement dans le cytoplasme des cellules d’hyperplasies bénignes et de cancer 
primaire de la prostate (stades précoces) alors qu’elle est relocalisée dans le noyau des cellules 
tumorales réfractaires aux hormones (stade avancé). Nous le verrons plus tard, mais ceci pourrait 
s’expliquer par le rôle de Tip60 en tant que coactivateur des récepteurs aux androgènes. 
L’enzyme pourrait induire l’expression des gènes cibles indépendamment de la fixation de 
l’hormone à son récepteur. Néanmoins, cela laisse penser que la délocalisation de Tip60 doit 
certainement contribuer à la progression tumorale. Des études plus approfondies sur la régulation 
du trafic intracellulaire de Tip60 pourront apporter des éléments de réponse à cette hypothèse. 
 
• Expression de Tip60 dans les cancers 
On trouve dans la littérature des cas de sous-expression comme de surexpression de tip60 
dans des tumeurs (Figure 14) : 
 
- Cas de sous-expression de Tip60 : 
Une première étude réalisée en 2005 montre que les niveaux d’ARNm et de protéine Tip60 
sont diminués dans des cellules de lignées métastatiques de cancer de la prostate comparées à des 
modèles non métastatiques (Kim et al., 2005). Plus tard, d’autres travaux ont montré que Tip60 
peut être sous-exprimée dans d’autres types de tumeurs (Lleonart et al., 2006). En effet, les 
auteurs étudient par RT-PCR les niveaux d’ARNm de gènes spécifiques, dont Tip60, dans 20 
patients atteints de cancer du colon et 20 patients atteints de cancer du poumon. En comparant les 
taux d’ARNm des tissus tumoraux avec ceux des tissus sains adjacents, ils ont pu mettre en 
évidence que Tip60 est sous-exprimée dans ces deux types de cancers (réduction de 1,8 fois par 
rapport au tissu sain pour les cas de cancer du colon et de 2 fois pour les cas de cancer du 
poumon). Cependant, l’étude reste préliminaire car le nombre de cas étudiés reste faible. En 
revanche, une récente étude mets en évidence également par analyse des niveaux d’ARNm en 
RT-PCR que Tip60 est sous-exprimée dans les cancers colorectaux (Sakuraba et al., 2009). Cette 
étude établie une corrélation entre la sous-expression de Tip60 et l’agressivité des tumeurs. En 
effet, les auteurs mettent en évidence que l’ARNm de Tip60 est sous-exprimé de manière plus 
importante dans les tumeurs plus grosses, peu différenciées, présentant des métastases distantes et 
un classement TNM plus haut (Le classement TNM correspond à la taille de la tumeur, le nombre
Figure 14: Dérégulation de l’expression de Tip60 dans les cancers 
Selon le type de cancer, Tip60 peut être surexprimée ou sous-exprimée. Les cancers de la prostate et de la 
peau sont des exemples de surexpression de Tip60. Dans d’autres cas, elle peut être sous-exprimée comme 
dans les cancers du colon ou du poumon par exemple. A noter que, selon les études, le niveau d’expression 
de Tip60 a été analysé au niveau de l’ARNm (A), de la protéine (P) ou les deux (A/P).  
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de ganglions ou nœuds lymphatiques atteints par les cellules tumorales circulantes et l’existence 
de métastases. Il détermine ainsi l’agressivité d’un cancer). L’ensemble de ces résultats semble 
indiquer que la perte de Tip60 pourrait conférer un avantage prolifératif aux cellules tumorales 
ainsi qu’un avantage dans la progression tumorale vers l’invasion et les métastases. 
Au cours d’une autre étude, les niveaux d’ARNm de Tip60 ont également été retrouvés sous-
exprimés dans des tumeurs du sein (21 cas sur 52 testés), des cancers « tête et cou » et des 
lymphomes de plusieurs types (Gorrini et al., 2007). De manière intéressante, parmi les 21 cas de 
sous-expression dans les tumeurs du sein, 17 correspondaient à des cancers de hauts grades 
(cancers avancés). De plus, des études d’immunohistochimie sur coupes de tissus tumoraux ont 
pu mettre en évidence une réduction du marquage nucléaire correspondant à la protéine Tip60 
dans des tumeurs de sein, poumon, colon et estomac (Gorrini et al., 2007).  
 
- Cas de surexpression de Tip60 : 
Par ailleurs, Tip60 peut également être surexprimée dans certaines tumeurs. En effet, en 2003 
les travaux d’Halkidou cités précédemment sur le cancer de la prostate montrent qu’en plus de la 
relocalisation de Tip60 dans le noyau des cellules de tumeurs réfractaires aux hormones, il y a 
une accumulation de la protéine (Halkidou et al., 2003). 
De même, d’après d’autres études, il y aurait une augmentation de l’expression de la protéine 
Tip60 dans les cellules de tumeurs de la peau (Hobbs et al., 2006). En effet, les auteurs montrent 
par western blot que des tumeurs de la peau engendrées par une surexpression artificielle de la 
protéine ornithine décarboxylase ODC (modèle de cancer de la peau chez la souris) présentent 
une surexpression de Tip60 et une activité HAT accrue. De plus, les auteurs mettent en évidence 
par des expériences de co-immunoprécipitations une association de Tip60 avec E2F1 augmentée 
dans ces tumeurs. On peut donc supposer que cela confère un avantage prolifératif aux cellules 
tumorales étant donné le rôle de Tip60 en tant que coactivateur de E2F1 dans la prolifération. 
Néanmoins, des études sur des biopsies de tumeurs de la peau de patients devraient être réalisées 
pour pouvoir confirmer ces observations. 
 
L’expression de Tip60 est donc altérée au cours du processus de tumorigénèse. En revanche, 
la dérégulation de Tip60 est-elle une cause ou une conséquence d’autres altérations dans les 
tumeurs ? De même, cette dérégulation provient-elle d’un événement précoce ou tardif lors de la 
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progression tumorale ? De plus, la situation semble complexe puisque Tip60 peut être soit 
augmentée soit diminuée selon le type de tumeur. Le contexte cellulaire intervient probablement 
dans le choix du sens de dérégulation de Tip60 qui sera favorable au développement d’une 
tumeur. Je présenterai ci-dessous deux exemples de fonctions différentes de tip60 au niveau du 
processus tumoral : 
 
• Tip60 en tant que suppresseur de tumeur 
 
- La réponse aux dommages à l’ADN induits par un oncogène (OIDDR) : une 
barrière anti-cancer (Figure 15) 
La présence d’oncogènes actifs caractérise les lésions pré-cancéreuses et les distingue des 
tissus normaux. Comme nous l’avons dit précédemment, de nombreuses études ont montré que 
ces oncogènes activés sont capables d’induire des cassures double brin dans l’ADN par un stress 
réplicatif et d’activer la voie de réponse aux dommages à l’ADN (DDR) qui conduit, 
généralement, à l’activation du suppresseur de tumeur p53. Par exemple, la surexpression des 
oncogènes E2F1, cycline E ou myc dans des cellules d’ostéosarcome U2OS entraine un stress 
réplicatif, la phosphorylation des kinases transductrices ATM et ATR ainsi que de leurs cibles 
effectrices respectives Chk2 et Chk1, d’H2A.X et de p53 (Bartkova et al., 2005). De plus, ces 
travaux et d’autres portant sur l’analyse d’une grande variété de biopsies tumorales à différents 
stades de la progression tumorale, montrent que la DDR est activée dès les stades précoces du 
développement du cancer (lésions pré-néoplasiques et pré-invasives) (Bartkova et al., 2005), 
(Gorgoulis et al., 2005).   
L’activation de cette voie conduit normalement à la mise en place de mécanismes bloquant la 
progression tumorale, à savoir la sénescence, l’apoptose ou l’arrêt du cycle cellulaire, qui 
constituent ainsi une véritable barrière contre la progression tumorale (Bartkova et al., 2006), 
(Sakamuro et al., 1995), (Lindstrom and Wiman, 2003). On peut donc facilement imaginer qu’un 
défaut au sein de cette voie procurera un avantage sélectif aux cellules tumorales leur permettant 
ainsi d’outrepasser cette barrière et d’avancer dans le processus de tumorigénèse (Figure 15). 
 Par exemple, la mutation du suppresseur de tumeur p53 est observée dans plus de 50% 
des cancers (tous cancers confondus). A noter également que le stress réplicatif induit par un 
Figure 15: La réponse aux dommages à l’ADN induits par un oncogène dans la progression tumorale 
L’instabilité génomique (rectangle rosé) et la voie de suppression de tumeur (OIDDR, rectangle grisé) sont 
tous les deux le résultat d’un stress réplicatif induit par l’activation d’oncogènes durant le stade précoce du 
cancer. En revanche, une pression de sélection va s’exercer en faveur des cellules possédant une mutation 
dans la voie suppressive, comme par exemple la mutation de p53 permettant d’outrepasser cette barrière. 
Enfin, l’apparition de nouvelles mutations permettront le développement et la progression du cancer vers des 
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oncogène peut conduire à une instabilité génétique et donc à l’apparition de nouvelles mutations 
favorisant le développement du cancer (Halazonetis et al., 2008). 
 
- Tip60 : un suppresseur de tumeur 
Un suppresseur de tumeur est un régulateur négatif de la prolifération cellulaire. Le fait 
que Tip60 soit sous-exprimée dans la majorité des cas décrits précédemment laisse à penser 
qu’elle pourrait avoir un tel rôle. L’étude qui a confirmé cette hypothèse provient de l’équipe du 
Dr B. Amati, réalisée en collaboration avec d’autres laboratoires. Ces travaux ont été réalisés sur 
des souris hétérozygotes pour le gène tip60, dont un allèle présente une délétion de l’exon 1 à 
l’exon 9 (Gorrini et al., 2007). Les souris Tip60+/- sont viables et ne présentent aucun phénotype 
d’apparition spontanée de tumeurs. Les souris résultant du croisement entre les souris Tip60+/- et 
les souris Eµ-Myc qui surexpriment l’oncogène myc spécifiquement dans les lymphocytes 
(Adams et al., 1985), présentent une accélération significative de l’apparition de lymphomes de 
cellules B. Tip60 joue donc un rôle de suppresseur de tumeur haplo-insuffisant dans les 
lymphocytes qui surexpriment myc car l’allèle reste sauvage. Etant donné que Tip60 joue un rôle 
crucial dans des mécanismes tels que l’apoptose ou l’arrêt du cycle en réponse aux dommages à 
l’ADN, on peut imaginer que l’inhibition d’au moins une de ces fonctions puisse être un avantage 
pour une tumeur. 
Les observations de Gorrini et al. sur les cellules tumorales des souris Tip60+/- étayent 
cette hypothèse. Ces auteurs ont tout d’abord mis en évidence une perte de l’activation de 
l’OIDDR induite par l’oncogène Myc dans ces cellules (Gorrini et al., 2007). L’hétérozygotie 
pour le gène tip60 diminue de façon conséquente les phosphorylations d’ATM, Chk1, p53, 
H2A.X et Bid (protéine pro-apoptotique) induites normalement par Myc dans les souris Eµ-Myc. 
Tip60 semble donc très importante pour l’OIDDR puisque la perte d’un seul allèle est 
préjudiciable à son activation. Le déclenchement de l’OIDDR constituant une barrière anti-
cancer, on comprend ainsi que la perte d’un allèle de tip60 favorise le développement de tumeurs 
dans les cellules où Myc est surexprimé. Cependant, le mécanisme responsable de l’augmentation 
de la tumorigénèse dans ce modèle n’a pas encore été démontré car il semble que les cellules 
Tip60+/- ne prolifèrent pas davantage ni ne deviennent résistantes à l’apoptose. En effet, le 
recrutement de myc et de p53 sur leurs promoteurs cibles ainsi que l’activation des gènes cibles 
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restent inchangés dans le contexte d’hétérozygotie pour Tip60. D’autre part, les auteurs ont 
également démontré que l’effet de la perte de tip60 sur la tumorigénèse était indépendant de p53. 
En conclusion, bien que la diminution de Tip60 entraîne la perte de l’OIDDR chez ces souris, le 
mécanisme de tumorigénèse reste indépendant de p53 et les effecteurs de l’OIDDR responsables 
de l’augmentation de la tumorigénèse dans les souris Tip60+/- ne sont pas encore identifiés à ce 
jour.  
• Tip60 en tant qu’oncogène ? 
Un oncogène est une protéine qui engendre une prolifération accrue et aberrante des cellules. 
L’existence de tumeurs dans lesquelles Tip60 est surexprimée laisse penser qu’elle pourrait 
également avoir un rôle d’oncogène dans certaines conditions. 
 
- Tip60 dans le cancer de la prostate : 
L’implication de Tip60 en tant que coactivateur des récepteurs aux androgènes peut être un 
bon exemple pour illustrer son pouvoir oncogénique dans le cadre du cancer de la prostate. En 
présence de ses ligands (testostérone ou dihydrotestostérone DHT), le récepteur des androgènes 
est transloqué dans le noyau pour stimuler des gènes de la prolifération cellulaire. Le cancer de la 
prostate est caractérisé par deux phases : une phase de dépendance aux androgènes pendant 
laquelle la tumeur répond à des traitements basés sur la déprivation hormonale ; et une phase 
d’indépendance au cours de laquelle différents mécanismes agissent de concert pour court-
circuiter les régulations normales. Les évènements régulés par Tip60 jouent un rôle dans ces 
mécanismes. En effet,  une étude récente montre que Tip60 est impliquée dans la relocalisation 
du AR dans des cellules de cancer de la prostate dépendant et indépendant des hormones (Shiota 
et al., 2009). En effet, des siRNA dirigés contre Tip60 entraînent l’accumulation du AR dans le 
cytoplasme des cellules de cancer de la prostate dépendantes aux androgènes même en absence 
de l’hormone, ce qui ne devrait pas être le cas. De plus, l’introduction de mutations au niveau des 
résidus lysines acétylés par tip60 empêche la relocalisation du AR au noyau, même en présence 
d’hormone. Enfin, dans les cellules de cancers résistants à la déprivation hormonale, l’AR est 
retrouvé majoritairement dans le noyau même en absence d’hormone. Ces résultats indiquent que 
Tip60 est impliquée dans la relocalisation nucléaire du AR et donc pourrait être impliquée dans la 
prolifération anormale des cellules tumorales.  
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L’étude de Shiota et al. confirme cette hypothèse puisque des siRNAs dirigés contre Tip60 
réduisent considérablement la prolifération des cellules de cancers de la prostate (exprimant 
l’AR) dépendant et indépendant des hormones (Shiota et al., 2009). 
 
- Autres arguments : 
Par ailleurs, on peut imaginer un mécanisme par lequel la surexpression de Tip60 pourrait 
conférer un avantage prolifératif aux cellules tumorales, de par son rôle de co-activateur 
d’oncogène comme myc ou E2F1. Cependant, cela ne pourrait être possible qu’en présence 
d’autres mutations dans les voies de signalisation de suppression de tumeur comme l’OIDDR ou 
de dérégulations dans les mécanismes d’apoptose ou d’arrêt du cycle qui impliquent aussi Tip60.  
Enfin, une observation importante faites par Gorrini et al. conforte l’hypothèse d’un rôle de 
Tip60 comme oncogène potentiel. En étudiant le profil génétique des lymphomes développés par 
les souris Tip60+/- à un stade plus avancé, les auteurs ont montré que celles-ci présentent une 
duplication de l’allèle sain de Tip60 afin de retrouver une expression de la protéine comparable à 
celle observée dans les cellules des individus sauvages. Ce phénomène est extrêmement 
intéressant car il montre que le fait de ré-exprimer des niveaux normaux de Tip60 peut redevenir 
un atout pour la progression de la tumeur à un stade plus avancé dans le processus de 
tumorigénèse : à ce stade-là, des mutations dans des voies de suppression de tumeur 
(signalisation apoptotique, ou d’arrêt du cycle) ont pu s’accumuler, ce qui pourrait suggérer que 
des taux élevés de Tip60 ne soient plus incompatibles avec la prolifération. 
 
4) L’ATPase p400 
Au cours de ma thèse, je me suis également intéressée à un partenaire de Tip60, l’ATPase 
p400.  
p400 (EP400) est une ATPase qui appartient à la famille SWI2/SNF2 dont les membres sont 
impliqués dans le remodelage de la chromatine. Cette protéine a été découverte en 2001 grâce à 
son interaction avec l’oncoprotéine virale E1A (Fuchs et al., 2001). Au cours de ce travail, les 
auteurs ont cloné et caractérisé p400. Ils ont mis en évidence son appartenance au complexe 
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Tip60 et ont montré que p400 appartient également à un complexe similaire au complexe Tip60, 
mais dépourvu de la protéine Tip60 : le complexe p400.  
Dans cette même étude, les auteurs mettent en évidence, par analyse de séquence, que p400 
porte le domaine catalytique SNF2 commun à toutes les ATPases de remodelage de la 
chromatine. La même année, les travaux de Ruhf permettent d’isoler et de caractériser une 
protéine nommée Domino nécessaire pour la survie et la prolifération cellulaire chez la 
drosophile (Ruhf et al., 2001). Cette protéine s’avère être l’homologue de p400. On retrouve 
également p400 conservé dans d’autres organismes comme chez M. musculus (Ogawa et al., 
2003) et R. norvegicus, appelé mDomino et jusqu’à la levure S. cerevisiae appelé Swr1. 
  
a- Caractéristiques structurales de p400 
 
• Isoformes 
Le gène codant pour p400 est situé sur le chromosome 12 en position q24.33 chez l’homme. 
Ce gène s’étend sur 130,5 kb et est constitué de 53 exons codant pour une protéine de 3122 
acides aminés. L’ARNm majoritaire correspondant à ce gène compte 12,265 nucléotides. Il s’agit 
en fait de l’isoforme 2 de p400 qui correspond à la protéine p400 couramment étudiée. 3 autres 
isoformes générées par épissage alternatif ont été décrites (www.proteinatlas.org) : l’isoforme 1 
comporte une séquence normalement épissé dans l’intron 2, l’isoforme 3 ne comporte pas l’exon 
4 et l’isoforme 4 a perdu l’exon 23 (Figure 16A). En revanche, aucune confirmation 
expérimentale n’a été apportée à ce jour sur l’existence des protéines correspondantes à ces 
ARNm.  
On trouve également un pseudogène nommé « EP400 N-terminal like » (EP400-NL) sur le 
même locus codant théoriquement pour une protéine de 45kDa. Jusqu’à présent aucun travail ne 
fait mention de ce variant également.  
 
• Domaines fonctionnels 
L’ATPase p400 contient les différents motifs qui constituent le domaine ATPase/Hélicase 
SNF2 retrouvé dans toutes les ATPases de la famille SW2/SNF2 (Figure 16B, acides aminés 
1057 à 1335). En revanche, contrairement au domaine ATPase des autres membres de la famille, 
on retrouve chez p400 une séquence d’environ 500 résidus au sein du domaine SNF2 le séparant 
Figure 16: La protéine p400 
A. Structure du gène p400 et variants d’épissages connus chez l’homme. L’isoforme «canonique», la plus 
étudiée, est encadrée en rose. B. Domaines fonctionnels de p400. Le domaine SNF2, partagé par toutes les 
ATPases de la famille SW2/SNF2, contient la région responsable de l’activité ATPase qui se caractérise 
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en deux sous-segments. Par alignement de séquence, on retrouve 3 autres domaines conservés 
dans la super famille des hélicases à savoir un domaine HSA (Helicase/SANT-associated ; acides 
aminés 763 à 834), un domaine DEXDc (Dead-like box Helicases C-terminal domain ; acides 
aminés 1074 à 1209) contenant le site de liaison de l’ATP (acides aminés 1082 à 1086) et enfin 
un domaine HELICc (Helicase C-terminal domain ; acides aminés 1854 à 1982) (Figure 16B). 
Néanmoins, aucune étude ne met à ce jour en évidence le rôle de ces différents domaines, la taille 
importante de la protéine étant la difficulté principale pour pouvoir réaliser des mutants 
fonctionnels et des études exhaustives. 
 
b- Caractéristiques fonctionnelles de p400 dans l’homéostasie de 
la cellule 
 
• Localisation subcellulaire et expression  
La présence de séquences de localisation nucléaire (NLS) dans la protéine p400 indique 
qu’on puisse la retrouver dans le noyau des cellules humaines. Une étude réalisée chez la souris 
montre par immunofluorescence que l’homologue de p400 dans cette espèce est présente dans le 
noyau de fibroblastes embryonnaires (Ueda et al., 2007). Par colocalisation avec la fibrillarine et 
le marquage au DAPI, les auteurs mettent en évidence que le marquage ponctiforme de p400 est 
exclu des nucléoles et des zones denses d’hétérochromatine. De plus, des expériences 
d’immunohistochimie (IHC) sur différents types de tissus humains révèlent un marquage 
nucléaire de la protéine (www.proteinatlas.org). 
En ce qui concerne l’expression de p400, peu de données sont disponibles. Dans l’articles de 
Fusch et al. les auteurs précisent, par des expériences d’RT-PCR semi-quantitatives et 
d’hybridation in situ, que le cDNA correspondant à p400 est exprimé de manière ubiquitaire. 
Malheureusement, les auteurs n’ont pas publié ces données. En revanche, des données chez la 
souris, du moins dans les embryons, confirment ces résultats. En effet, les auteurs examinent 
l’expression de p400 par RT-PCR et hybridation in situ dans des embryons de souris de 8 jours et 
demi (E8.5) et montrent un marquage dans l’ensemble des tissus embryonnaire (Ueda et al., 
2007). Par ailleurs ces données suggèrent un rôle important de p400 dans le développement et le 
processus d’hématopoïèse. En effet, un mutant de délétion de la partie N-terminale de p400 est 
létal au stade embryonnaire E11.5. De plus, l’analyse des embryons montre des défauts 
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d’hématopoïèse probablement due à une expression altérée des gènes Hox. Enfin, les mêmes 
expériences d’IHC citées précédemment montrent un marquage modéré à fort dans l’ensemble 
des tissus sains humains (www.proteinatlas.org). 
 
• Activité enzymatique 
Les travaux de Fuschs et al. ont montré que le complexe p400 présente une activité ATPase 
(Fuchs et al., 2001). Lorsqu’un mutant de p400 porte une mutation ponctuelle dans le site de 
liaison de l’ATP, ce complexe devient inactif. En revanche, les auteurs n’ont jamais réussi à 
dissocier p400 de l’hétérodimère Tip49/Tip48 et n’ont donc pas pu analyser la fonction 
enzymatique de p400 seule. Des travaux montrent également que p400 permet l’échange de 
variants d’histone, notamment le variant H2A.Z. En effet, en 2004 émergent les premières études 
sur p400 dans ce processus (Kusch et al., 2004), (Mizuguchi et al., 2004). Tout d’abord, chez la 
drosophile, l’homologue de p400 permet l’échange in vitro du variant H2Aν phosphorylé par un 
H2Aν non modifié (Kusch et al., 2004). De plus, des travaux réalisés chez S. cerevisiae montrent 
que le complexe Swr1 contenant l’ATPase du même nom est capable d’échanger l’histone H2A 
contre l’histone H2A.Z (htz1 chez la levure) (Krogan et al., 2003) (Mizuguchi et al., 2004) 
(Kobor et al., 2004). Dans un premier temps, les auteurs constatent, par analyse à grande échelle 
de profils d’expression, qu’environ 40% des gènes qui sont réprimés ou activés dans une souche 
mutante pour Swr1 sont régulés dans le même sens dans une souche mutante pour htz1. Ceci 
suggére que le complexe Swr1 doit être impliqué dans l’assemblage de nucléosomes contenant 
htz1. Par la suite, les auteurs utilisent un test in vitro sur des nucléosomes immobilisés sur billes. 
Par ces expériences, ils mettent en évidence un transfert d’htz1 dans les nucléosomes lorsque le 
complexe Swr1 est incubé en présence de dimères htz1/H2B et d’ATP. En revanche l’activité 
enzymatique propre à Swr1 n’a pas été testée. Néanmoins, le transfert d’htz1 dans les 
nucléosomes n’est pas observé lorsque le complexe Swr1 comporte une mutation dans le 
domaine de liaison de l’ATP de Swr1, ce qui démontre que l’activité ATPase de Swr1 est 
essentiel pour ce type de remodelage. Une étude de 2007 propose que p400 incorpore le variant 
H2A.Z dans la chromatine au niveau du promoteur de p21 (Gevry et al., 2007). Ce mécanisme a 
été confirmé depuis sur les gènes cibles du récepteur aux oestrogènes (Gevry et al., 2009). Bien 
que ces résultats rejoignent les données obtenues chez la levure, aucun test d’activité ATPase in 
vitro n‘a été réalisé. En revanche, il a récemment été démontré que p400 est capable d’incorporer 
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un dimère H2A.Z/H2B dans des mononucléosomes immobilisés (Park et al.). Les auteurs 
montrent qu’une mutation dans le domaine de liaison à l’ATP empêche la déposition du variant 
H2A.Z par p400, soulignant l’importance de son activité enzymatique pour ce processus.  
 
• Régulation 
Jusqu'à présent aucune étude publiée ne fait mention d’une quelconque régulation de p400. 
En revanche des études à grande échelle de spectrométrie de masse ont permis de mettre en 
évidence au moins 13 sites phosphorylés et 5 sites acétylés sur p400, suggérant une grande 
complexité dans le réseau de régulation de cette protéine (Dephoure et al., 2008), (Choudhary et 
al., 2009).  
 
• Fonctions de p400 
L’ATPase p400 est impliquée dans de nombreux processus cellulaires essentiels pour le 
contrôle du devenir de la cellule. 
 
- p400 dans la prolifération cellulaire : 
 Les premières évidences d’un rôle de p400 dans la prolifération ont émergé lors de sa 
caractérisation en tant que cible de l’oncogène E1A (Fuchs et al., 2001). En effet, lors d’une 
infection par l’Adénovirus, p400 est ciblé par E1A pour servir son activité transformante. De 
plus, dans des cellules proliférantes non infectées, p400 est également recruté  sur les promoteurs 
de gènes cibles de facteurs de transcription impliqués dans la prolifération comme E2F (Figure 
12A.a) et myc (Taubert et al., 2004), (Frank et al., 2003).  
Récemment, l’homologue de p400 chez la souris a été impliqué dans le développement (Ueda 
et al., 2007). En effet, un mutant de délétion de la partie N-terminale de p400 est létal au stade 
embryonnaire E11.5. L’analyse de ces embryons montre des défauts sévères d’hématopoïèse 
probablement dus à un défaut d’expression des gènes Hox. De plus, la déplétion de p400 conduit 
à une diminution du taux de prolifération de cellules souches embryonnaires de souris ainsi que la 
perte de leurs caractéristiques morphologiques (Fazzio et al., 2008). Notons que cette étude met 
également en évidence un rôle de Tip60 dans l’identité des cellules souches embryonnaires, 
suggérant un rôle de l’ensemble du complexe Tip60 dans ce processus. 
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 Ainsi, ces résultats indiquent clairement que p400 joue un rôle crucial dans la prolifération 
cellulaire. Le principal mécanisme d’action de p400 au niveau moléculaire repose à ce jour sur 
l’incorporation du variant d’histone H2A.Z au niveau des promoteurs cibles (Figure 17) : 
o Régulation du gène p21 :  
p400 peut empêcher l’arrêt du cycle cellulaire et donc permettre aux cellules de proliférer via 
l’inhibition de l’expression du gène p21 (inhibiteur du cycle cellulaire). Ce mécanisme a été 
démontré par des expériences de déplétion de p400 par shRNA dans des fibroblastes humains 
non transformés (IMR90). Les auteurs montrent que la perte de fonction de p400 entraîne un arrêt 
du cycle cellulaire via l’expression accrue de la protéine p21 (Chan et al., 2005). Plus tard, une 
étude réalisée au laboratoire a confirmé ces résultats dans des cellules d’ostéosarcome (U2OS) 
par siRNA (Tyteca et al., 2006b). Une autre équipe a par la suite démontré que p400 dépose le 
variant H2A.Z dans la chromatine au niveau du promoteur de p21 (Gevry et al., 2007) et que 
cette incorporation est responsable de l’inhibition du gène (Figure 17A). En effet, les auteurs 
montrent, par RT-qPCR, qu’un shRNA dirigé contre H2A.Z ou p400 induit l’expression de p21. 
Par des expériences d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP), ils montrent également que la 
déplétion de p400 entraîne une diminution de l’incorporation d’H2A.Z dans le promoteur du gène 
p21 et l’inhibition de son induction normalement observée (Gevry et al., 2007).  Ainsi par cette 
activité, p400 participe à la progression dans le cycle cellulaire. En revanche, notons qu’à ce jour, 
les domaines de p400 impliqués dans cette activité n’ont pas été caractérisés. Il serait intéressant 
d’étudier l’implication par exemple du domaine ATPase de p400 dans ce processus. 
o Régulation des gènes cibles des œstrogènes :  
p400 peut également participer à la prolifération cellulaire en régulant positivement les gènes 
cibles des œstrogènes toujours via l’incorporation du variant H2A.Z, en réponse à un traitement 
hormonal (Figure 17B) (Gevry et al., 2009). Il a été montré que des shRNAs contre H2A.Z ou 
p400 induisent, dans des cellules de carcinomes mammaires MCF7, l’inhibition de plusieurs 
gènes cibles en réponse à un traitement à l’œstradiol et, ainsi, l’inhibition de la prolifération des 
cellules normalement induite par un traitement hormonal (Gevry et al., 2009). Il semblerait, dans 
ce cas là, que p400 soit recrutée avec les autres membres du complexe Tip60 puisque l’on trouve 
deux autres sous-unités du complexe sur les promoteurs cibles, à savoir Tip60 et Brd8 (Gevry et 
al., 2009).  
Figure 17: Exemple de rôle de p400 dans le contrôle du devenir cellulaire: 
A. p400 entre en compétition avec p53 sur le promoteur du gène p21. L’incorporation du variant H2AZ par 
p400 dans le promoteur de ce gène inhibe l’arrêt du cycle cellulaire et la sénescence. B. De la même manière, 
l’incorporation d’H2AZ par 400 dans les promoteurs de gènes cibles des œstrogènes régule positivement 
l’expression de ces gènes et ainsi la prolifération dépendante des hormones  
H2AZ 
p400 
Activation des gènes cibles des œstrogènes 
ER ER + + + 
PROLIFERATION 




Inhibition du gène p21 
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On peut donc conclure que p400, via l’incorporation du variant H2A.Z, peut induire la 
diminution de l’expression de p21 en parallèle avec l’augmentation de gènes importants pour la 
prolifération, comme les gènes cibles des œstrogènes (Figure 17), de manière spécifique au 
contexte chromatinien. L’ensemble de ces résultats montre que p400 a un rôle direct dans le 
contrôle de la prolifération cellulaire. 
 
- p400 dans la sénescence :  
Des études récentes ont également montré que p400 peut réguler la prolifération cellulaire par 
l’inhibition du mécanisme de sénescence (Chan et al., 2005), (Gevry et al., 2007), (Young et al., 
2008). La sénescence est un mécanisme mis en place lorsque les cellules sont confrontées à un 
stress sévère comme la surexpression d’un oncogène ou des dommages à l’ADN. Dans de telles 
conditions, les voies dépendantes de p53 et de Rb sont activées entrainant l’arrêt irréversible du 
cycle cellulaire (pour revue : (Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007)).   
o p400 dans la voie p53:  
Le premier lien entre p400 et la sénescence est établi en 2005 par les travaux de Chan et al, 
(Chan et al., 2005). Cette étude s’est focalisée sur la sénescence dépendante de la voie p53/p21. 
Chan et al, ont montré que p400 régulait négativement la sénescence en diminuant l’induction de 
p21 par sa localisation sur les sites de liaisons de p53 dans le promoteur du gène p21, entrant 
ainsi en compétition avec p53. Par la suite, le groupe de Gevry a montré que la déposition du 
variant H2A.Z par p400 au niveau des sites distaux de liaison de p53 sur le promoteur du gène 
p21 était importante pour l’effet de p400 sur la sénescence démontré par Chan (Gevry et al., 
2007) (Figure 17). En effet, la déplétion d’H2A.Z ou de p400 par shRNAs dans les fibroblastes 
humains IMR90 induit la formation de foyers d’hétérochromatine associés à la sénescence 
(SAHF : senescence-associated heterochromatin foci), visualisés au DAPI, ainsi qu’un marquage 
nucléaire de la « senescent-associated β-galactosidase » qui sont des caractéristiques des cellules 
sénescentes.  
o p400 dans la voie Rb:  
p400 est également impliquée dans la sénescence induite par l’inactivation du gène 
suppresseur de tumeur VHL. Les auteurs mettent en évidence, dans un modèle de fibroblastes 
embryonnaires de souris (MEFs), que la perte de VHL induit la diminution de l’expression 
protéique de p400 en parallèle de la mise en place du mécanisme de sénescence (Young et al., 
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2008). En revanche, l’expression ectopique de p400 permet de reverser le phénotype sénescent 
normalement induit par la perte de VHL, indiquant un rôle de p400 dans ce processus. De plus, 
ils montrent que la déplétion de p400 par siRNA induit l’accumulation d’un inhibiteur de CDKs, 
la protéine p27, ainsi que la sénescence. Ces deux changements sont reversés par l’utilisation 
conjointe d’un siRNA contre la protéine Rb. Les auteurs proposent donc que la perte de VHL 
induise la sénescence par la diminution au niveau protéique de p400, se traduisant par une 
accumulation de p27 et l’activation de la protéine Rb (Young et al., 2008). Notons que, dans cette 
étude, le mécanisme moléculaire par lequel p400 régule p27 n’a pas été élucidé. Nous ne pouvons 
pas écarter l’hypothèse d’un rôle important de l’incorporation du variant H2A.Z par p400 au 
niveau du promoteur de p27 mais ceci reste à démontrer.    
Ainsi, p400 joue un rôle important dans la progression dans le cycle cellulaire en inhibant, à 
l’état basal, les voies conduisant à la sénescence.  
 
- p400 dans l’apoptose : 
D’autres travaux montrent également l’implication de p400 dans l’apoptose. En effet, la 
liaison de E1A à p400 est nécessaire pour déclencher l’apoptose par la voie p53-ARF, en réponse 
à des dommages à l’ADN ou à une privation en sérum (Samuelson et al., 2005). Par stratégie 
d’interférence à l’ARN, les auteurs montrent que la réduction de p400 diminue les niveaux 
d’expression d’ARF et de p53 ainsi que l’apoptose des cellules exprimant E1A. De même, un 
mutant de l’oncoprotéine E1A ne pouvant pas lier p400 devient incapable d’induire de manière 
efficace l’apoptose dans les cellules. Plus tard, une étude a démontré que E1A stabilise 
l’oncoprotéine myc via p400 (Tworkowski et al., 2008). Cette association induit le recrutement 
du complexe myc-p400 sur les promoteurs cibles pro-apoptotiques de myc, entrainant l’activation 
de leur expression. Enfin, une étude réalisée au sein du laboratoire a montré également que p400 
est requise pour l’apoptose induite par les UV dans les cellules d’ostéosarcomes U2OS (Tyteca et 
al., 2006b). En effet, l’utilisation d’un siRNA dirigé contre p400 entraîne la résistance des 
cellules à l’apoptose normalement induite par irradiation aux UV.  
 
- p400 et la réparation des dommages : 
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Très peu de données sont disponibles à ce jour en ce qui concerne le rôle de p400 dans la 
réparation. Une seule étude met en évidence, chez la drosophile, l’implication de p400 dans la 
réparation des cassures double brin (Kusch et al., 2004). En effet, les auteurs montrent que 
l’homologue de p400 dans cette espèce, Domino, échange le variant d’histone H2Aν phosphorylé 
par une forme non phosphorylée, une fois la réparation de la cassure terminée. Cet échange 
conduit à la suppression de la signalisation de la cassure préalablement mise en place.  
Notons qu’il s’agit d’un champ d’investigation très large qu’il serait extrêmement intéressant 
d’approfondir. 
  
De la même manière que Tip60, l’implication de p400 dans l’ensemble de ces processus 
cruciaux pour le contrôle du destin cellulaire suggère que cette protéine pourrait être la cible de 
dérégulations dans les cancers.  
 
c- Caractéristiques fonctionnelles de p400 dans les cancers  
 
Nous pouvons citer deux études confortant l’hypothèse que p400 pourrait être dérégulée dans 
les cancers. La première est le rôle de p400 comme cible dans la transformation cellulaire par 
l’oncoprotéine E1A de l’Adénovirus (Fuchs et al., 2001). En effet, un mutant de délétion de E1A, 
ne pouvant plus interagir avec p400, est déficient pour son activité transformante dans des 
cellules embryonnaires de rats. En revanche la surexpression de p400 permet de restaurer cette 
activité et de la favoriser puisque l’on voit apparaître des foyers cellulaires en faible pourcentage 
en sérum (Fuchs et al., 2001). La seconde étude, plus récente, met en évidence un rôle de p400 
comme co-facteur de l’oncoprotéine E2 du papillomavirus (dont certains types HPV16 et 18 sont 
responsables des cancers du col de l’utérus) (Smith et al.). En effet, p400 interagît avec 
l’oncoprotéine E2 et participe à la répression exercée par ce dernier sur les oncogènes E6 et E7 
afin de permettre la « dormance » du virus dans les cellules. Le mécanisme moléculaire de cette 
répression n’a pas été caractérisé. 
Ces études suggèrent qu’une dérégulation positive (pour l’Adénovirus) ou négative (pour le 
papillomavirus) de p400 favoriserait l’activité tumorigène de ces virus et leur apporterait un 
avantage sélectif. Néanmoins, aucune étude n’avait, jusqu’à nos travaux, décrit une dérégulation 
de p400 dans les cancers, tant d’un point de vue de l’expression que de l’activité de cette 
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protéine. De ce fait, aucune évidence n’avait été apportée sur le rôle de p400 dans les cancers ni 
sur le mécanisme moléculaire pouvant être impliqué.  
 
5) Le couple Tip60/p400 : un antagonisme fonctionnel 
Malgré le fait que Tip60 et p400 appartiennent au même complexe multiprotéique, le 
complexe Tip60, et qu’ils puissent coopérer sur certains mécanismes moléculaires (activation des 
gènes cibles de E2F1 ou de myc (Taubert et al., 2004), (Frank et al., 2003), maintenance de 
l’identité des cellules souches embryonnaires (Fazzio et al., 2008),…), certaines études ont pu 
mettre en évidence un antagonisme fonctionnel entre ces deux molécules. 
Ainsi, l’étude réalisée par Sandrine Tyteca au laboratoire est la première étude soulignant un 
antagonisme possible entre Tip60 et p400 (Tyteca et al., 2006b). Par stratégie de perte de 
fonction par siRNAs, l’équipe a montré que les deux protéines agissent selon des mécanismes 
différents ; Tip60 permet la transcription des gènes cibles de p53 impliqués dans l’arrêt du cycle 
(p21) et l’apoptose (fas) en réponse aux UV et il en résulte une réponse pro-apoptotique dans ces 
conditions expérimentales. Par contre, p400 inhibe fortement la transcription du gène p21 dans 
des cellules non traitées, ce qui empêche le blocage du cycle, et favorise par conséquent 
l’apoptose lorsque les cellules sont traitées aux UV. Les fonctions de Tip60 et p400 sont donc 
totalement opposées vis-à-vis de l’arrêt du cycle cellulaire dans les cellules non traitées même si 
l’effet final est l’apoptose en réponse aux UV.  
Des expériences de co-transfections de siRNA dirigés contre Tip60 et p400 ont montré que 
tous les effets du siRNA dirigé contre p400 (arrêt du cycle, expression de p21) peuvent être 
annulés par un siRNA dirigé contre Tip60. Autrement dit, l’effet de p400 sur l’expression de p21, 
et donc sur l’apoptose induite, passe entièrement par Tip60. Ainsi, p400 fonctionne de manière 
épistatique dans la voie Tip60 et agit comme un régulateur négatif de sa fonction dans l’arrêt du 
cycle afin de favoriser l’apoptose. Ces résultats suggèrent donc que le rôle de p400 est de 
contrôler l’activation du gène p21 par Tip60. 
Plus tard, Gevry et al. proposent que les rôles de p400 et Tip60 soient, en fait, indépendants 
(Gevry et al., 2007). D’après leurs expériences d’immunoprécipitation de chromatine sur le 
promoteur du gène p21, Tip60 et p400 sont recrutés à des moments différents. Dans des 
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conditions normales de prolifération, p400 est présente sur le promoteur de p21 et colocalise avec 
le variant d’histone H2A.Z, ce qui corrèle avec l’inhibition de la transcription. En réponse aux 
dommages, p400 est évincée du promoteur, ce qui permettrait le recrutement de Tip60 et 
l’activation du gène p21 (Gevry et al., 2007). Ainsi, les auteurs proposent que l’effet inhibiteur de 
p400 sur Tip60 s’explique par ce phénomène de recrutements mutuellement exclusifs sur le 
promoteur de p21.  
Enfin, l’étude très récente de Park et al., mettant en évidence l’inhibition de Tip60 par p400, 
souligne l’existence d’un mécanisme moléculaire autre que la compétition entre ces deux 
protéines sur le promoteur du gène p21 (Park et al.). En effet, par des expériences de co-
immunoprécipitation, les auteurs ont identifié le domaine SANT de p400 comme domaine 
d’interaction forte avec le domaine HAT de Tip60. Etant donné que l’antagonisme de p400 et 
Tip60 s’exprime sur le promoteur du gène p21, ils ont réalisé une construction basée sur 
l’utilisation du gène rapporteur de la luciférase sous le contrôle du promoteur p21. Par ce 
système, ils ont mis en évidence que l’expression ectopique du domaine SANT de p400 dans des 
cellules de carcinomes colorectaux HCT116 suffit à bloquer l’activation de l’expression du gène 
p21 normalement observée en présence d’un Tip60 exogène (Park et al.). Par des essais 
d’acétylation d’histones de cœur in vitro, ils ont également montré que l’interaction du domaine 
SANT de p400 avec Tip60 inhibe son activité enzymatique HAT de manière dose dépendante. 
Au cours de mes deux premières années de thèse, je me suis intéressée aux implications de 
Tip60 et de p400 dans le contrôle de la prolifération de cellules de carcinomes colorectaux et 
dans la réponse aux traitements chimiothérapeutiques utilisés pour ce type de cancer. J’ai tout 
d’abord contribué à montrer que le ratio entre p400 et Tip60 est dérégulé dans les cancers du 
colon et que cette dérégulation agit en défaveur des fonctions de Tip60. J’ai pu démontrer que le 
rétablissement de l’équilibre de ce ratio permet d’affecter la survie des cellules de carcinomes 
coliques, tant à l’état basal qu’en réponse au 5-Fluorouracyl (traitement de première ligne des 
cancers colorectaux). Je présenterai, par la suite, des résultats préliminaires réalisés in vivo dans 
un modèle de souris et apportant la preuve de principe que le ratio p400/Tip60 est une cible 
thérapeutique de choix pour l’établissement de nouveaux traitements anti-tumoraux.    
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II- Résultats : Le couple p400/Tip60 dans les cancers colorectaux 
1) Contexte scientifique 
Le cancer du colon est au troisième rang des cancers les plus fréquents dans les pays 
occidentaux et les patients atteints de cette pathologie doivent faire face à l’apparition de 
résistances aux traitements. Ainsi, près de 50 % des patients présentent d’emblée une résistance 
dite « primaire » à la chimiothérapie et la totalité des autres présenteront une résistance dite 
« secondaire » qui se traduira par un échappement thérapeutique. De ce fait, la cancérogenèse 
colorectale et ses mécanismes de résistance sont étudiés par de nombreuses équipes et l’évolution 
des connaissances peut entraîner des changements dans les stratégies de prise en charge des 
patients. Nos travaux ont eu pour but d’étudier l’impact du ratio p400/Tip60 dans le 
développement du cancer colorectal et ainsi d’évaluer le potentiel thérapeutique de ce couple 
enzymatique.  
Au début du projet « p400/Tip60 dans les cancers colorectaux » en 2007, peu de choses 
étaient connues sur l’implication de ces deux protéines dans les cancers. Néanmoins, la mise en 
évidence des rôles de Tip60 et de p400 dans des processus biologiques essentiels tels que l’arrêt 
du cycle cellulaire (Legube et al., 2004),(Tyteca et al., 2006b), l’apoptose (Col et al., 
2005),(Tyteca et al., 2006b),(Samuelson et al., 2005), la réparation de l’ADN pour Tip60 (Ikura 
et al., 2000),(Sun et al., 2005),(Murr et al., 2006) ou la sénescence pour p400 (Chan et al., 2005) 
suggérait des liens éventuels importants avec la tumorigénèse.   
En ce qui concerne p400, une seule étude présentait alors des données montrant l’implication 
de cette ATPase dans le processus de transformation cellulaire par l’oncoprotéine E1A de 
l’adénovirus (Fuchs et al., 2001). 
Du côté de Tip60, le premier lien direct avec le cancer est établi en 2003 par des expériences 
d’immunohistochimie sur des tissus de patients et des modèles de xénogreffes de cancers de la 
prostate (Halkidou et al., 2003). Trois ans plus tard, les premières données sur l’implication de 
Tip60 dans les cancers de la peau sont publiées au travers d’expériences de western blot et de co-
immunoprécipitations dans un modèle de cancer de la peau chez la souris (Hobbs et al., 2006). 
Tip60 sera ensuite identifié, par analyse de l’expression de son ARNm, comme étant régulé 
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négativement dans des tissus tumoraux de carcinomes coliques ainsi que de cancers du poumon 
(Lleonart et al., 2006). Parallèlement à cette dernière étude, un crible à grande échelle auquel 
participe notre équipe, a été effectué dans le cadre du consortium « Cancéropôle Grand Sud-
Ouest ». Ce crible consistait à identifier des gènes des « 3R » (gènes impliqués dans la 
Réplication, la Réparation ou la Recombinaison) dont l’expression est modulée dans les cancers 
colorectaux. L’analyse statistique des résultats a montré que l’expression des gènes codants pour 
Tip60 et p400 sont significativement diminués dans les tissus tumoraux par rapport au tissus 
sains adjacents suggérant fortement un rôle dans la tumorigénèse colorectale. Le projet 
« p400/Tip60 dans les cancers colorectaux » a, dès lors, vu le jour et eu pour but d’étudier 
l’implication de ces dérégulations dans la tumorigénèse colorectale.  
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The p400/Tip60 ratio is critical for colorectal cancer cell proliferation
through DNA damage response pathways
L Mattera1,2,6, F Escaffit1,2,6, M-J Pillaire3,2, J Selves4,2, S Tyteca1,2, J-S Hoffmann3,2,
P-A Gourraud5,2, M Chevillard-Briet1,2,7, C Cazaux3,2,7 and D Trouche1,2
1LBCMCP, CNRS, Toulouse, France; 2Universite´ de Toulouse, UPS, Toulouse, France; 3IPBS, CNRS, Toulouse, France; 4CPTP,
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The Tip60 histone acetyltransferase belongs to a multi-
molecular complex that contains many chromatin remo-
deling enzymes including the ATPase p400, a protein
involved in nucleosomal incorporation of specific histone
variants and that can directly or indirectly repress some
Tip60-dependent pathways. Tip60 activity is critical for
the cellular response to DNA damage and is affected
during cancer progression. Here, we found that the ratio
between Tip60 and p400 mRNAs is affected in most
colorectal carcinoma. Strikingly, reversing the p400/
Tip60 imbalance by Tip60 overexpression or the use of
siRNAs resulted in increased apoptosis and decreased
proliferation of colon-cancer-derived cells, suggesting that
this ratio defect is important for cancer progression.
Furthermore, we demonstrate that the p400/Tip60 ratio
controls the oncogene-induced DNA damage response, a
known anticancer barrier. Finally, we found that it is also
critical for the response to 5-fluorouracil, a first-line
treatment against colon cancer. Together, our data
indicate that the p400/Tip60 ratio is critical for colon
cancer cells proliferation and response to therapeutic
drugs through the control of stress–response pathways.
Oncogene (2009) 28, 1506–1517; doi:10.1038/onc.2008.499;
published online 26 January 2009
Keywords: colon cancer; apoptosis; chromatin; p400;
Tip60
Introduction
Chromatin structure affects all processes requiring
access to the DNA double helix, including transcription
and DNA repair. It can be regulated by various means,
including the post-translational modifications of nucleo-
somal histones. Among these, histone acetylation has
been extensively studied, because it is known to correlate
with transcriptional activation. It is now clear that it is
also important for DNA replication and repair. Not
surprisingly, the cellular machineries that regulate
histone acetylation are thus involved in the proper
control of cell fate, and deregulation of some of these
machineries has been described in human cancer
(Miremadi et al., 2007).
The Tip60 histone acetyltransferase has been recently
shown to be underexpressed in many human cancers
from various origins (Lleonart et al., 2006; Gorrini
et al., 2007). Moreover, in a model of tumor induction in
mice, it has been shown to function as a haploinsuffi-
cient tumor suppressor, providing a causal link between
Tip60 underexpression and tumorigenesis (Gorrini
et al., 2007).
Tip60 belongs to a multimolecular complex, the so-
called ‘Tip60 complex’, which is composed of up to 16
subunits (Ikura et al., 2000). This complex contains
essential cofactors for Tip60 HAT activity, because the
Tip60 complex can acetylate nucleosomes, whereas
purified Tip60 cannot. This Tip60 complex contains
other enzymes, such as the helicases Tip49a and Tip49b
(Ikura et al., 2000) and the ATPase p400 (Fuchs et al.,
2001), a protein recently shown to mediate incorpora-
tion of histone H2A.Z variant in mammals (Gevry et al.,
2007). It is important to note that Tip60 can also
acetylate non-histone proteins, including transcription
factors, such as p53 (Sykes et al., 2006; Tang et al., 2006)
or the DNA damage signaling protein ATM (Sun et al.,
2005).
Tip60 was shown to be important for transcriptional
control. In agreement with its function in histone
acetylation, Tip60 is mainly involved in transcriptional
activation of specific genes (Gaughan et al., 2001; Berns
et al., 2004; Legube et al., 2004). Transcriptional
regulation of some genes, such as E2F or c-myc-
dependent genes, most likely involves the whole Tip60
complex (Frank et al., 2003; Taubert et al., 2004).
However, it was recently shown that, on p21 promoter
at least, Tip60 and p400 have antagonistic functions
(Tyteca et al., 2006), with p400 functioning directly or
indirectly as a repressor of Tip60 (meaning that p400
knockdown induces p21 expression in a Tip60-depen-
dent way).
p400 has been cloned as a factor associated with the
E1A viral protein and important for its transforming
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abilities (Fuchs et al., 2001). Accordingly, p400 function
is involved in proliferation control: p400 is important
for E1A- or UV-irradiation-induced apoptosis (Chan
et al., 2005; Tyteca et al., 2006) and p400 knockdown
induces senescence in untransformed human fibroblasts
(Chan et al., 2005), processes which all could be related
to the ability of p400 to suppress p21 expression (Chan
et al., 2005; Tyteca et al., 2006).
Because Tip60 function is important for cancer
progression, we analysed the expression of both Tip60
and its upstream regulator p400 in human cancer. We
confirmed that Tip60 and p400 mRNAs are under-
expressed in a coordinated manner in colon carcinoma
compared to adjacent normal tissue, inducing a p400/
Tip60 imbalance disfavoring Tip60 function. We show
that restoring the normal p400/Tip60 ratio is sufficient
to promote apoptosis and growth arrest of colon cancer
cells as well as the cellular response to 5-fluorouracil
(5-FU), a first-line treatment against colon carcinoma.
All these data suggest that the p400/Tip60 ratio is
critical for colon carcinoma cells proliferation and could
be a valuable therapeutic target.
Results
The p400/Tip60 ratio is altered in most colon carcinoma
Given the importance of Tip60 in cancer, we analysed
the expression of Tip60 and its associated protein p400
in a collection of colorectal carcinoma (see Supplemen-
tary data 1 for patient selection, quantification of gene
expression and statistical analysis). By real-time PCR
analysis, we found that Tip60 mRNA is underexpressed
in 72 out of 74 cancers (T) compared to adjacent normal
(N) tissue (Figure 1a; see Supplementary data 2 for all
T/N ratios). This decrease is highly significant
(Po0.000001, one-sided binomial exact test) and was
expected because similar results were already reported
(Lleonart et al., 2006; Gorrini et al., 2007). Importantly,
sequencing of the entire Tip60 cDNA in four tumoral
samples shows that Tip60, although underexpressed, is
not mutated in tumors. Thus, our data extend previous
findings indicating that Tip60 is underexpressed in
colorectal cancer. Tip60 underexpression is observed
irrespective of the tumoral stage (stage 1, P¼ 0.000004;
stage 2, P¼ 0.000008; stage 3, P¼ 0.000275 and stage 4,
P¼ 0.000040), suggesting that the decrease of Tip60
expression modification occurs early in tumorigenesis.
We also found that p400 mRNA is significantly under-
expressed in colorectal cancer (P¼ 0.013258, one-sided
binomial exact test) (Figure 1a). In 14 out of 74 tumors,
p400 expression is decreased compared to adjacent
normal tissue by twofold or more. We do not under-
stand, for the moment, either the mechanism of this
underexpression or the growth advantage, if any, given
by this lower expression.
Strikingly, when analysing Tip60 mRNA expression
in the same tumors (Figure 1a), a strong correlation with
p400 mRNA expression is observed (nonparametric
Spearman’s r correlation, r¼ 0.8286, Po0.0001).
Within the tumors collection, when the T/N ratio of
Tip60 expression decreases by twofold (1 unit in
Figure 1a), there is a very similar decrease of the T/N
ratio of p400 expression (0.85 unit, which corresponds
to 1.8-fold; Figure 1b). This result suggests that the ratio
between p400 and Tip60 mRNA changes is more or less
constant within the tumors collection. Moreover, it is
increased by about twofold compared to normal tissue
(Figure 1b). Because p400 can function as a repressor of
some Tip60-dependent pathways, this change in the
p400/Tip60 ratio could disfavor these pathways. These
data are consistent with the possibility that a given level
of inhibition of these Tip60-dependent pathways is
achieved in most colon cancers: in the tumors such as
the ones at the left of Figure 1a, this inhibition could be
mediated by p400 overexpression. In tumors in the
middle of the panel, p400 expression is not affected and
the inhibition of Tip60-dependent pathways would be
achieved by a mild decrease of Tip60 expression
(approximately twofold). Tumors in which p400 is
decreased (at the right of the panel) would achieve the
inhibition of Tip60-dependent pathways by strongly
decreasing Tip60 expression.
Thus, these data suggest that a change in the ratio
between p400 and Tip60 mRNA expression (corre-
sponding to a slight inhibition of Tip60-dependent
pathways) is observed in most colon carcinomas.
Because Tip60 functions as a haploinsufficient tumor
suppressor, such changes in the p400/Tip60 ratio can
thus be critical for colon cancers progression.
Tip60 function is rate limiting for apoptosis in HCT116
cells
We thus intended to modify this ratio in in vitro models
of colon carcinoma. First, we checked several colorectal-
cancer-derived cell lines for Tip60 and p400 expression
by western blot. We found that in these cells also the
ratio between p400 and Tip60 mRNA expression is
increased compared to normal human intestinal epithe-
lial cells (HIECs; Supplementary data 3). Moreover, we
confirmed this finding for p400 and Tip60 proteins
expression by western blot (Figure 1c) comparatively to
non-colorectal cancer cells (HeLa) or to the normal
HIECs (Figure 1c). Importantly, sequencing of the
entire Tip60 mRNA in HCT116, HCT8 and HT29 cells
indicates that it is not mutated. Thus, these cell lines
likely experienced a change in the p400/Tip60 ratio and
thus represent adequate models for investigating the
consequence of this change.
We chose to focus on HCT116 cells, because they
express Tip60 at about the same level as that of primary
cancers (data not shown). We observed that Tip60
overexpression in HCT116 cells is detrimental to cell
growth, because fewer colonies are observed in cells
transfected by the Tip60-expressing vector compared to
empty vector (Figure 2a). Interestingly, in a similar
experiment performed in osteosarcoma U2-OS cells,
Tip60 overexpression does not lead to growth suppres-
sion, probably because Tip60 function is not rate limiting
for growth suppression in these cells. To investigate the
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mechanism responsible for this growth defect, we raised a
pool of HCT116 cells stably overexpressing Tip60
(Supplementary data 4). In agreement with Figure 2a
results, these cells grew more slowly than controls (data
not shown). To discriminate between proapoptotic or
cell-cycle-inhibiting effect of Tip60 overexpression, we
analysed, by RT–QPCR, the expression of two proa-
poptotic genes (Fas and Bax) and the cell-cycle inhibitor
p21, which are known targets of Tip60 (Figure 2b).
Because Fas and Bax expression levels are stimulated by
about 3.5- and 2.0-fold, respectively, whereas p21 remains
unchanged, we postulated that Tip60 overexpression
principally impacts apoptosis process. This was con-
firmed by poly-(ADP-ribose)polymerase (PARP) clea-
vage study and fluorescence-activated cell sorting (FACS)
analysis of Annexin V binding (Figure 2c). Therefore,
these data indicate that overexpression of Tip60 in
HCT116 cells leads to increased apoptosis and growth
defect, suggesting that Tip60 function in colorectal cancer
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Figure 1 Coordinated deregulation of Tip60 and p400 mRNA expression in colorectal carcinoma. (a) Total RNA from colon
carcinoma (T) or adjacent normal tissue (N) was prepared, reverse transcribed and analysed by real-time PCR for the relative
expression of p400 (upper graph) and Tip60 (lower graph). T/N ratios of normalized values were calculated. T/N values lower than 1
were transformed into the inverse N/T values. Tumors were classified from the ones that overexpress the most p400 (left) to the ones
that underexpress the most p400 (right). The representation of the relative expression of Tip60 in the corresponding tumors is shown in
the lower graph. (b) The relative Tip60 expression in a given tumor is plotted against the relative p400 expression in the same tumor
(both calculated as the base 2 logarithm of the T/N ratio). The graph and the equation of the linear regression are shown. (c) Nuclear
extracts (60mg) from the indicated cell lines were analysed by western blot for Tip60 or p400 expression. Also shown is a histone
deacetylase (HDAC) western blot as a loading control (please note that HDAC1/2 expression is higher in cancer cell lines, in agreement
with previous findings that HDAC1/2 mRNA is overexpressed in colon carcinoma (Wilson et al., 2006)).
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The p400/Tip60 ratio controls apoptosis in HCT116 cells
To analyse directly the importance of the p400/Tip60
ratio in HCT116 cells proliferation, we intended to
inhibit p400 expression and test whether we can favor
endogenous Tip60 function and consequently apoptosis.
We first tested whether activation of endogenous
Tip60 is sufficient to promote apoptosis. We treated
HCT116 cells with a histone deacetylase (HDAC)
inhibitor (trichostatin A, TSA) to activate artificially
most acetylation-dependent pathways (including the
Tip60-dependent ones). As in many other cancer cells,
TSA treatment strongly induces apoptosis (Figure 3a).
Importantly, this apoptosis is inhibited by siRNA
directed against Tip60 (described in Legube et al. (2004)
and Tyteca et al. (2006)), indicating that Tip60 expression
is, at least in part, required for TSA-induced apoptosis
(the efficiency of the knockdown was checked by western
blot and RT-QPCR (Figure 3b). This result thus shows
that the Tip60-dependent apoptotic pathways are func-
tional in these cells and that activating endogenous Tip60
function is sufficient to promote apoptosis.
Transfection of HCT116 cells with a p400 siRNA
(already described in Tyteca et al. (2006)) decreases p400
mRNA levels by approximately twofold and signifi-
cantly inhibits p400 protein expression without affecting
Tip60 expression (Figure 3b). Strikingly, this siRNA is
able to induce apoptosis in these cells (Figure 3c;
Po0.043577) in agreement with the possibility that it
favors Tip60-dependent pathways. Importantly, co-
transfecting a Tip60 siRNA (which also decreases
Tip60 mRNA levels by about twofold without having
any significant impact on p400 expression (Figure 3b)
and thus brings back the p400/Tip60 ratio to its level in
untransfected HCT116 cells) abolishes the effects of
p400 depletion (Po0.049334) without significantly
changing the efficiency of p400 depletion (Figure 3b).
Thus, taken together, these results indicate that the
defective p400/Tip60 ratio observed in HCT116 cells
leads a protection against apoptosis due to the inhibi-
tion of Tip60-dependent pathways.
The p400/Tip60 ratio controls the DNA damage response
induced by oncogenic stress
We next investigated the mechanism by which this
defective p400/Tip60 ratio can protect cells against
apoptosis. A twofold decrease in Tip60 function can be
detrimental to the DNA damage response (DDR)
pathway induced by oncogenic stress (Gorrini et al.,
2007). We thus investigated the efficiency of this
pathway in HCT116 cells. We transfected HCT116 cells
with an expression vector encoding for a hemagglutinin
(HA)-tagged fusion protein between a modified ligand-
binding domain of estrogen receptor (ER) and the E2F1
oncoprotein. This fusion protein translocates to the
nucleus on hydroxytamoxifen (OH-Tam) addition
(Supplementary data 5A), resulting in the induction of
a DDR pathway in U2-OS cells (Bartkova et al., 2005).
Strikingly, treatment of the HCT116-ER-E2F1 cells
with OH-Tam results by itself in a rather weak increase
of gH2A.X (Figure 4a) or phospho-ATM staining
(Figure 4b), two components of DDR pathways. This
indicates that oncogenic stress induced by nuclear E2F1
does not efficiently activate such pathways in these cells
(see Supplementary data 5B and 5C for representative
































































































Figure 2 Overexpression of Tip60 decreased HCT116 prolifera-
tion. (a) HCT116 cells (left) or U2-OS cells (right) were transfected
with pcDNA3-HA-Tip60 or empty vector as a control, and
subjected to a growth suppression assay. Cells were stained with
crystal violet, and the numbers of clones were assessed. The mean
and SDOM from three independent experiments are shown
(relative to 1 for empty vector). (b) Total mRNA from an
HCT116 cell population stably expressing Tip60 (white bars) and
a control cell population (black bars) were extracted and subjected
to reverse transcription followed by a QPCR analysis for Fas, Bax,
p21 and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
mRNA expression. The amounts of Fas, Bax and p21 mRNA
were then divided by the amount of control GAPDH mRNA and
calculated relative to 1 for control cells. The mean and standard
deviation from three independent experiments are shown.
(c) Indicated HCT116 cell populations were tested for apoptosis
induction by western blotting monitoring poly-(ADP-ribose)poly-
merase (PARP) cleavage (left) or fluorescence-activated cell sorting
(FACS) analysis of Annexin V/7-AAD staining (right). The mean
and SDOM from three independent experiments are shown
(relative to 1 for apoptosis levels in Tip60-expressing cells).
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dramatic increase in gH2A.X or phospho-ATM-positive
cells on OH-Tam treatment, indicating that knockdown
of p400 restores the response to oncogenic stress.
Moreover, this effect is completely lost in cells co-
transfected by a Tip60 siRNA, stressing the importance
of the p400/Tip60 ratio. Note that p400 knockdown is
sufficient to induce a slight increase in gH2A.X staining
in the absence of OH-Tam (Figure 4a), indicating that it
favors a response to endogenous stresses in proliferative


































































































































































Figure 3 p400 controls Tip60-dependent apoptosis in HCT116 cells. (a) HCT116 cells were transfected with the indicated siRNAs.
After 36 h, trichostatin A (TSA, 400 ng/ml) was added or not. After 24 h, apoptosis was assessed by western blotting monitoring poly-
(ADP-ribose)polymerase (PARP) cleavage (left) or Annexin V/7-AAD staining (right). The mean and standard deviation from three
independent experiments are shown (relative to 1 in TSA-treated cells transfected with control siRNA). (b) HCT116 cells were
transfected with the indicated siRNAs alone or in combination. After 48 h, nuclear (for Tip60 and HDAC1/2) or total (for p400 and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)) protein extracts were prepared and subjected to western blot analysis to detect
Tip60 and HDAC1/2 or p400 and GAPDH. On the Tip60 blot, the asterisk indicates a nonspecific band. Note that the mild increase in
p400 levels in cells transfected by the Tip60 siRNA is not reproducible. Total mRNA from the same samples was also prepared, reverse
transcribed and subjected to QPCR analysis for Tip60 or p400 mRNA expression, relative to GAPDH mRNA used as a control.
Results were calculated relative to 1 for cells transfected with control siRNA. The mean and standard deviation from three independent
experiments are shown. (c) HCT116 cells were transfected with the indicated siRNAs alone or in combination. After 72 h, apoptosis
was assessed by Annexin V/7-AAD staining. Results were calculated relative to 1 for cells transfected with p400 siRNA. The mean and
standard deviation from three independent experiments are shown.
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proliferation and apoptosis induction described in the
previous figures. Importantly, Annexin V analysis
indicates that this DDR pathways activation by p400
knockdown is associated with increased apoptosis
(Supplementary data 6). Taken together, these results
indicate that p400 knockdown favors the Tip60-depen-
dent DDR and the subsequent apoptosis induced by
oncogenic stress, suggesting that the defect in the p400/
Tip60 ratio observed in HCT116 cells is responsible for




























































































































































































Figure 4 p400 knockdown restores the response to oncogenic stress in HCT116 cells. (a) HCT116 cells stably transfected by the
ER-E2F1 expression vector were treated or not with 300 nM hydroxytamoxifen (OH-Tam) for 48 h before to be transfected with the
indicated siRNAs. After 96 h, cells were subjected to immunofluorescence staining using an anti-gH2A.X antibody. Shown is
the quantification of a representative experiment, with cells separated in four groups according to the percent of the nucleus area that is
stained (0–25, 25–50, 50–75 and 75–100%). (b) Same as in a using anti-phospho-ATM antibody and quantification of negative and
positive cells.
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Tip60 function is rate limiting for the response to 5-FU
Results from the above experiments underline the
importance of the p400/Tip60 ratio in the response to
stress. Because drugs used against cancer also induce
stresses, we investigated whether the decrease in Tip60
function due to this defective p400/Tip60 ratio could be
detrimental to the response of HCT116 cells to
therapeutic drugs.
5-FU is an antimetabolite commonly used in first-line
treatment of colon cancers. We found that Tip60 stable
overexpression (using the cells described in Figure 2c)
favors apoptosis induced by 5-FU, as indicated by
FACS analysis (Figure 5a). These data indicate that
Tip60 function is rate limiting for the response of
HCT116 cells to 5-FU.
We then tested whether we can restore the response to
5-FU by manipulating the p400/Tip60 ratio. We found
that transfection of p400 siRNA facilitates 5-FU-
induced apoptosis (Figure 5b; see Supplementary data
7 for the absolute proportions of apoptotic cells).
Moreover, co-transfecting a Tip60 siRNA abolishes
the effects of p400 depletion. To investigate whether
these changes in apoptosis induction can be translated
into modifications in cell survival, we performed a
clonogenic assay (Figure 5c). In untreated cells, we
found that p400 inhibition decreases cell survival, in
agreement with the fact that it induces apoptosis,
whereas decreasing Tip60 levels has no effect. In cells
treated with 5-FU, we found that the p400/Tip60 ratio is
critical for cell survival, because decreasing Tip60
increases cell survival, whereas p400 siRNA transfection
has an opposite effect. Moreover, the effects of p400
inhibition on cell survival are dependent on Tip60, as
Tip60 siRNA co-transfection largely reverses the effects
of p400. Taken together, these data underline the
importance of the p400/Tip60 ratio for the response of
HCT116 to 5-FU.
The importance of the p400/Tip60 ratio is not restricted
to HCT116 cells
We next investigated whether the sensitivity to p400
inhibition is observed in other colon-cancer-derived cell
lines than in HCT116 cells. We used the same siRNA-
based strategy to alter the p400/Tip60 ratio. Impor-
tantly, we found that, in HT29 cells as in HCT116 cells,
p400 and Tip60 do not regulate each other’s expression
(Figure 6a). TSA treatment of HT29 cells also induces
apoptosis, which is significantly decreased by Tip60
siRNA (Figure 6b; Po0.029566). Note that Tip60
siRNA transfection inhibits apoptosis to a lesser extent
in HT29 cells compared to HCT116 cells (Figure 3a),
probably because of the relative weaker expression level
of Tip60 in HT29 cells. Thus, in these cells also, the
Tip60-dependent apoptotic pathway is functional. Mod-
ifying the p400/Tip60 ratio using siRNAs resulted in
very similar effects than those observed for HCT116
cells: decreasing p400 levels led to increased apoptosis
of HT29 cells both in the absence and in the presence of
5-FU (Figure 6c), which translated in decreased cell
survival in a clonogenic assay (Figure 6d). Moreover,
these effects are reversed by co-transfection of a Tip60
siRNA (Figures 6c and d). Thus the sensitivity to
changes in the p400/Tip60 ratio is not restricted to
HCT116 cells and is likely to be a feature of all—or a
subset of—colon cancers. In particular, because HT29
cells are p53 deficient, contrary to HCT116 cells, this
result indicates that p53 activity is not required for the
decreased cell survival on p400 inhibition.
Discussion
Our results confirm our previous findings that p400
functions as an inhibitor of some Tip60-dependent
pathways and that the effects of p400 knockdown are
mediated through an increase in the activity of these
Tip60-dependent pathways. Indeed, knockdown of p400
leads to same phenotypic consequences in colorectal-
cancer-derived cell lines than overexpression of Tip60,
that is, an increase in basal and 5-FU-induced apopto-
sis. Furthermore, all the effects of p400 knockdown are
inhibited by the knockdown of Tip60. Interestingly,
such a functional relationship between p400 and Tip60
could explain the link we observed between Tip60 and
p400 mRNA expression changes in colon carcinoma: the
decrease in p400 expression observed in some tumors
would not be compatible with tumor proliferation
(perhaps because of increased apoptosis due to activa-
tion of Tip60-dependent pathways), as suggested by our
in vitro data. However, a concomitant decrease in Tip60
expression would inactivate these pathways and thus
allow cells with decreased p400 expression to proliferate.
By such a mechanism, cells with a decreased expression
of both Tip60 and p400 would be selected. Note
however that, although we show that Tip60 and p400
do not regulate each other expression, we cannot rule
out the possibility that the correlation between Tip60
and p400 mRNA expression in colorectal cancers is due
to co-regulation of their promoters.
The mechanism by which p400 knockdown can
activate Tip60-dependent pathways is unclear for the
moment. It has been proposed that p400 antagonizes
Tip60 function in the p53 pathway by mediating, on
p53-responsive promoters, the incorporation of H2A.Z,
a histone H2A variant that antagonizes Tip60-activating
abilities (Gevry et al., 2007). Clearly, our results indicate
that the repressive effects of p400 on Tip60-dependent
pathways are not restricted to p53-dependent promo-
ters. Indeed, we found that p400 controls a DNA
damage pathway upstream of p53 activation (actually
upstream of ATM activation). Moreover, the Tip60-
dependent apoptosis induced by p400 knockdown is
also observed in p53-negative colon cancer cells (HT29
cells; Figure 6), indicating that p53 activity is not
required for this effect. Importantly, we were able to rule
out the possibility that p400 regulates Tip60 expression,
at least in HCT116 and HT29 cells (see the western blots
shown in Figures 3b and 6a). Because p400 physically
interacts with Tip60 within the Tip60 complex, p400
could directly inhibit Tip60 histone acetyltransferase
The p400/Tip60 ratio and cell proliferation
L Mattera et al
1512
Oncogene
activity. In agreement with this hypothesis, we found
that knocking down p400 increases global acetylation
levels of histone H4, a known substrate of Tip60
(F Escaffit, L Mattera and D Trouche, unpublished
results). However, because histone H4 acetylation is
























































































































Figure 5 Manipulating the p400/Tip60 ratio affects HCT116 cells response to 5-fluorouracil (5-FU). (a) HCT116 cell population
stably expressing Tip60 and a control cell population were treated 24 h with 5-FU and assessed for apoptosis induction by fluorescence-
activated cell sorting (FACS) analysis of Annexin V/7-AAD staining. The mean and SDOM from three independent experiments are
shown (relative to 1 in 5-FU-treated control cells). (b) HCT116 cells were transfected with the indicated siRNAs alone or in
combination. After 48 h, cells were treated or not with 5-FU. After 24 h, apoptosis was assessed by Annexin V/7-AAD staining. The
mean and standard deviation from three independent experiments are shown (relative to 1 in cells transfected with control siRNA and
treated with 5-FU). (c) HCT116 cells were transfected with the indicated siRNAs alone or in combination. After 24 h, cells were
counted and plated for clonogenic assay. At 24 h after seeding, 5-FU was added or not for 8 h. After 2 weeks, cells were stained with
crystal violet and the number of clones was counted. The mean and standard deviation from three independent experiments are shown.
A representative photography of cell dishes is also shown. Note that to calculate the mean and standard deviation from independent
experiments, we standardized the number of clones relative to 1 for the number of clones in cells transfected by the control siRNA,
both for untreated cells and for 5-FU-treated cells.
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(Murr et al., 2006), this finding could merely be an
indirect consequence of the activation of DDR path-
ways by p400 knockdown. Strikingly, Tip60 directly
acetylates the DNA damage signaling protein ATM
(Sun et al., 2005), therefore allowing its activation. It is
thus tempting to speculate that p400 directly or
indirectly inhibits this acetylation event. Whatever the
mechanism, our data indicate that, in colon cancer cells,
the imbalance between p400 and Tip60 does not allow
efficient activation of a DDR pathway on oncogenic
stress.
Interestingly, a repressive role of p400 on DDR
pathways could explain most, if not all, of the functions



























































































































Figure 6 The p400/Tip60 ratio also controls the proliferation of HT29 cells. (a) HT29 cells were transfected with the indicated
siRNAs and nuclear extracts were prepared 48 h later as described in Supplementary data 1; western blot analysis was then performed
using antibodies directed against p400, Tip60 or HDAC1/2. The asterisk indicates a nonspecific band observed in the p400 western
blot. (b) HT29 cells were transfected with the indicated siRNAs. After 36 h, trichostatin A (TSA, 400 ng/ml) was added or not. After
24 h, apoptosis was assessed by Annexin V/7-AAD staining. The mean and standard deviation from three independent experiments are
shown (relative to 1 in TSA-treated cells transfected with control siRNA). (c) HT29 cells were transfected with the indicated siRNAs
alone or in combination. After 48 h, cells were treated or not with 5-fluorouracil (5-FU). After 48 h, apoptosis was assessed by Annexin
V/7-AAD staining. The mean and standard deviation from three independent experiments are shown (relative to 1 in cells transfected
with control siRNA and treated with 5-FU). (d) HT29 cells were transfected with the indicated siRNAs alone or in combination. After
24 h, cells were counted and plated for clonogenic assay. At 24 h after seeding, 5-FU was added for 24 h. After 2 weeks, cells were
stained with crystal violet and the number of clones was counted. The mean and standard deviation from three independent
experiments are shown. Note that to calculate the mean and standard deviation from independent experiments, we standardized the
number of clones relative to 1 for the number of clones in cells transfected by the control siRNA, both for untreated cells and for 5-FU-
treated cells.
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function could lead to weak activation of DDR path-
ways in proliferating cells resulting in activation of the
p53 pathway. In agreement with such a mechanism, we
found that p400 knockdown was sufficient by itself to
induce low levels of p53 phosphorylation in U2-OS cells
(S Tyteca and D Trouche, unpublished results). Such an
activation would result in senescence in untransformed
cells (Chan et al., 2005) or cell-cycle arrest (Tyteca et al.,
2006) or apoptosis (this study) in transformed cells.
Also, by inducing DDR pathways, p400 knockdown
could induce apoptosis in p53-negative cells through
p53-independent pathways (see Figure 6).
Our results lead us to propose that p400 and Tip60
function, at least in part, as a couple with an effector
(Tip60) and a regulator (p400). Strikingly, the ratio
between these two proteins seems to be imbalanced in
colon cancer, disfavoring some Tip60-dependent path-
ways. Moreover, Tip60 function is limiting for basal and
5-FU-induced apoptosis in colorectal-cancer-derived
cell lines: overexpression of exogenous Tip60 or activa-
tion of endogenous Tip60 function favors apoptosis in a
Tip60-dependent fashion. Taken together, these data
suggest that a decrease of Tip60 function is likely to be
causal for colon cancer progression by preventing
apoptosis. In agreement with this possibility, a twofold
decrease of Tip60, which is within the range of what we
observe in colorectal cancer, favors tumorigenesis in a
mouse model of lymphoma (Gorrini et al., 2007). This
haploinsufficient tumor suppressor effect has been
attributed to a function of Tip60 in the DDR pathway
induced by oncogenic stress, which is a known antic-
ancer pathway in mammals. In agreement with this
possibility, we found that in colon-cancer-derived
HCT116 cell line this pathway is defective but can be
re-induced by inhibiting the expression of the Tip60
inhibitor p400. Thus, our data suggest that a decreased
Tip60 function due to an imbalanced p400/Tip60 ratio
favors progression toward colon cancer by preventing
the activation of the oncogene-induced DDR pathways
(see our model in Figure 7). More importantly, we also
found that the decrease in Tip60 function is detrimental
for the response of colon-cancer-derived cell lines
to 5-FU, used as a first-line treatment against colon
cancer. These results indicate that, if we are able to
reestablish Tip60 activity in colorectal cancer, we
might be able both to restore a certain level of apoptosis
and to cooperate with conventional chemotherapeutic
drugs.
Importantly, endogenous Tip60 is still functional in at
least three established colorectal carcinoma cell lines
(HCT116 (Figure 3a), HT29 (Figure 6b) and HCT8
(data not shown)), because activation of most acetyla-
tion-dependent pathways using the histone deacetylases
inhibitor TSA leads to apoptosis in a Tip60-dependent
way. These data are consistent with the idea that Tip60
activity should not decrease below a threshold level
otherwise it would not be compatible with cell pro-
































Figure 7 Our working model of Tip60 function thresholds and cancer progression. In normal cells, Tip60 function allows cell
proliferation and a normal response to stress (situation 1). On a slight reduction of Tip60 function (below threshold 1 but still above
threshold 2) due to an imbalance in the p400/Tip60 ratio, Tip60 function is still sufficient to allow cell proliferation but cannot sustain a
normal response to DNA damages: this situation favors cancer progression by inactivating anticancer barriers dependent on DNA
damage response (DDR) pathways (situation 2). Importantly, Tip60 function cannot decrease below a second threshold (threshold 2),
as this situation would not be compatible with cell proliferation (situation 3). Compounds that would restore the normal Tip60/p400
balance in cancer cells may allow Tip60 function to reach threshold 1, therefore activating DDR pathways. Such compounds may have
therapeutic value.
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expression of genes essential for cell proliferation, such
as E2F-dependent genes (Taubert et al., 2004)). Cancer
cells would thus harbor a slightly decreased Tip60
function, high enough to be compatible with cell
proliferation but not sufficient to promote stress-
induced apoptosis (see the model in Figure 7). Our
data obtained using p400 siRNA indicate that com-
pounds that would interfere with the p400-mediated
repression of Tip60-dependent pathways could be
valuable drugs against colorectal carcinoma (in parti-
cular in combination with conventional chemotherapy),
by restoring the correct balance between p400 and Tip60
and therefore reactivating stress–response pathways.
Moreover, because Tip60 has been shown to be a
haploinsufficient tumor suppressor in a wide variety of
human cancers, it would be interesting to investigate the
function of the p400/Tip60 ratio for cell proliferation
and response to stress-inducing therapeutic drugs in
other cancers.
Materials and methods
Antibodies, plasmids and siRNAs
The anti-Tip60 antibody was described previously (Legube
et al., 2004). The anti-PARP antibody was purchased from
Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA), anti-p400
from Abcam (Paris, France), anti-HDACs from Transduction
Laboratories (Lexington, KY, USA), anti-HA from Covance
(Madison, WI, USA), anti-gH2A.X from Cell Signaling
Technology and anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogen-
ase (GAPDH) antibody from Chemicon International Inc.
(Temecula, CA, USA). All secondary antibodies were pur-
chased from Amersham (Piscataway, NJ, USA).
pcDNA3-HA-Tip60 and retroviral pLPCX-Tip60 vectors
were constructed by inserting the HA-tagged human Tip60
cDNA into pcDNA3 vector (Invitrogen SARL, Cergy
Pontoise, France) or the wild-type human Tip60 cDNA into
the retroviral pLPCX empty vector (Clontech Bio Europe,
Saint-Germain-en-Laye, France). Details of constructions are
available on request. siRNAs were described in Tyteca et al.
(2006). Silencing efficiency was checked in each experiment by
reverse transcription followed by QPCR as described (Tyteca
et al., 2006).
Cell culture, drug treatment and siRNA transfections
Culture products were purchased from Invitrogen SARL. The
GP293 retrovirus packaging cells were purchased from
Clontech Bio Europe. HIEC and Caco-2 (clone 15) cells were
kind gift from Dr JF Beaulieu (Universite´ de Sherbrooke,
Quebec, Canada). All cell lines and their derivatives were
cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented
with antibiotics and 10% fetal calf serum (FCS), with the
exception of HIECs (for which HEPES, 0.01M, and epidermal
growth factor, 1 ng/ml, were added) and Caco-2 cells (20%
FCS). All drugs were purchased from Sigma-Aldrich
(St Quentin, Fallavier, France). In experiments including 5-
FU treatment, the drug was added in different amounts
depending on cell line (for cytometry analysis: HCT116/
100 mM, HT29/1mM; for clonogenic assays: HCT116/1mM,
HT29/1mM). For siRNA transfection, 5 106 cells were
electroporated with 20 ml of siRNAs (100mM) using an
electroporation device (Amaxa AG, Cologne, Germany),
according to manufacturer’s specifications.
Generation of stable cell lines
Colorectal cancer cell lines, control or overexpressing Tip60,
were obtained using retroviral-mediated transfer as previously
described (Escaffit et al., 2007) using pLPCX or pLPCX-Tip60
vectors. Puromycin (1 mg/ml; Invitrogen SARL) was added
48 h following infection and stable colorectal cancer
RLPCXEmpty or RLPCXTip60 cell populations were obtained
after 10 days of treatment.
A pCDNA-based expression vector encoding for HA-ER-
E2F1 (kind gift from Professor K Helin) was transfected in
HCT116 cells using Lipofectamine Plus reagent and puromy-
cin was added for 10 days to obtain cells population stably
expressing the fusion protein.
Western blot analysis
Nuclear extracts or total cell lysates were prepared as described
in Supplementary data 1. The standard western blot procedure
was used with LumiLight-plus reagent detection as previously
described (Tyteca et al., 2006). Anti-HDACs or GAPDH
antibodies were used as loading controls.
Growth suppression and clonogenic assays
For the growth suppression assay, cells were transfected using
10 mg of DNA by the calcium-phosphate method and were
washed with Tris-buffered saline (50mM Tris (pH 8.0), 150mM
NaCl) 16 h later. After 2 days, transfected cells were selected
with G418 (800mg/ml) during 3 weeks. Resistant clones were
visualized with crystal violet coloration (Sigma-Aldrich).
Regarding the clonogenic assay, cells were electroporated
with the indicated siRNAs. After 24 h, cells were counted and
plated for clonogenic assay. At 24 h after seeding, 5-FU was
added. After 2 weeks, cells were stained with crystal violet and
the number of clones was counted.
Apoptosis assay using flow cytometry
Cells were harvested and treated using an Annexin
V-fluorescein isothiocyanate/7-amino-actinomycin D (AAD)
kit (Beckman Coulter, Marseille, France) according to the
manufacturer’s instructions. Cells were then analysed by flow
cytometry.
DAPI staining, immunofluorescence and quantification
Immunofluorescence of cells on coverslips, observations and
acquisition of native images were performed as previously
described (Escaffit et al., 2007). Quantification of fluorescence
levels was done using home-developed macros in ImageJ
software (National Institutes of Health, Bethesda, MA, USA)
to normalize background, thresholds and measures.
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3) Résumé des travaux, Conclusion 
Dans cet article, nous montrons tout d’abord, grâce à une étude à grande échelle sur des 
biopsies de carcinomes colorectaux, que les ARNm Tip60 et p400 sont significativement sous-
exprimés dans les tumeurs compararativement aux tissus sains adjacents. Nous avons pu établir, 
par analyse statistique, une corrélation intéressante entre l’expression de l’ARNm de p400 et 
celui de Tip60. En effet, le ratio entre les niveaux de ces deux ARNm reste constant et similaire 
dans l’ensemble des échantillons analysé. 
Cette corrélation est en accord avec les résultats montrant que p400 exerce un rôle négatif sur 
Tip60 (Tyteca et al., 2006b), (Park et al.). En effet, dans toutes ces tumeurs, le ratio « ARNm de 
p400/ARNm de Tip60 » est diminué d’un facteur 2, et ceci, indépendamment du stade et du 
grade des tumeurs. Cela suggère que le ratio p400/Tip60 est critique pour la croissance tumorale 
et que sa perturbation intervient de manière précoce au cours du processus de tumorigénèse. Pour 
approfondir notre étude, nous avons identifié des modèles cellulaires de carcinomes colorectaux 
disponibles reflétant la dérégulation du ratio Tip60/p400 et choisi de travailler sur les cellules 
HCT116 (p53 positive) et HT29 (p53 négative). Nous avons, ainsi, pu étudier l’impact, au niveau 
cellulaire et moléculaire, de la dérégulation du ratio p400/Tip60 grâce à ces modèles. 
Nos expériences ont permis de montrer qu’en manipulant le ratio p400/Tip60, il est possible 
de modifier la croissance des cellules tumorales et leur réponse au 5-Fluorouracyl, traitement de 
première ligne des cancers colorectaux. Afin de changer le ratio p400/Tip60 en faveur de Tip60, 
nous avons ainsi surexprimé Tip60 ou choisi d’inhiber son régulateur négatif p400. Nous avons 
pu montrer que la surexpression de Tip60 induit l’apoptose des cellules tumorales coliques. De 
plus, la réduction de p400 par stratégie perte de fonction (siRNA) facilite l’apoptose de base ainsi 
que celle induite par le 5-FU et, ceci de manière Tip60-dépendante. Nous avons également mis en 
évidence que l’antagonisme fonctionnel entre Tip60 et p400 pouvait également exister dans un 
contexte p53 négatif (expériences réalisées sur les cellules HT29). Enfin, nous avons démontré 
que le ratio p400/Tip60 contrôle la voie de réponse aux dommages à l’ADN induits par un stress 
oncogénique et que la dérégulation de ce ratio, dans les cellules de carcinomes colorectaux, 
entraine une absence d’activation de cette barrière anti-cancer majeure. Nous pensons que c’est 
par ce mécanisme que les cellules tumorales sont protégées de l’apoptose.  
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En conclusion, cette étude nous a donc permis d’établir un modèle selon lequel il existerait 
deux seuils critiques pour la quantité de Tip60 (Voir Figure 7 de l’article 1) et nous permet 
d’envisager le ratio p400/Tip60 comme nouvelle cible thérapeutique potentielle dans le 
traitement des cancers colorectaux. 
Afin d’en apporter la preuve de principe in vivo, nous avons poursuivi notre étude dans un 





III- Résultats : Les modifications d’expression de p400 et Tip60 
participent au processus de tumorigénèse in vivo chez la souris 
1) Contexte scientifique 
Après avoir démontré l’importance du ratio p400/Tip60 dans le contrôle de la prolifération 
des cellules de carcinomes colorectaux, à travers la régulation de la voie des dommages à l’ADN 
dans des lignées cellulaires, nous nous sommes attachés à vérifier si, in vivo, l’équilibre entre ces 
deux molécules joue également un rôle essentiel dans la tumorigénèse colique.  
La pathogénèse du cancer du colon implique une progression en plusieurs étapes, du stade 
précoce jusqu'au stade invasif. Les foyers de cryptes aberrantes (ACF, pour Aberrant crypt foci) 
ont été identifiés comme des lésions pré-néoplasiques du colon dans des modèles expérimentaux, 
ainsi que chez l’homme, et sont considérés comme la lésion prénéoplasique la plus précoce de la 
transformation maligne du colon (Bird, 1987), (Pretlow et al., 1991), (Kim et al., 2008). 
L’utilisation des ACF en tant que « biomarqueurs » présente de nombreux avantages : 1) il s’agit 
de lésions pré-néoplasiques avérées, 2) qui sont morphologiquement identifiables et facilement 
distinguables des cryptes normales constituant la muqueuse colique, 3) qui sont induites dans les 
colons de nombreux modèles animaux, 4) avec une grande similarité histopathologique entre 
l’homme et les rongeurs, 5) qui sont rapidement détectables avec des protocoles expérimentaux 
courts et 6) dont l’apparition est altérée par des changements génétiques. L’étude des ACF chez 
la souris représentait donc, pour nous, un bon modèle d’étude de la tumorigénèse colique 
précoce.  
 
2) Modèles murins 
Comme nous l’avons vu précédemment, les souris Knock-out aussi bien pour Tip60 que pour 
p400 ne sont pas viables (Hu et al., 2009), (Ueda et al., 2007). Les embryons meurent 
respectivement au stade préimplantatoire de blastocyste pour Tip60 et au stade embryonnaire 
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E11.5 pour p400. Néanmoins, les souris hétérozygotes pour ces gènes sont viables et ne 
présentent aucun phénotype spontané particulier. 
En ce qui concerne les souris hétérozygotes pour Tip60 (Tip60 + /Δ), un des deux allèles du 
gène Tip60 est inactivé par insertion d’une cassette de résistance à la néomycine résultant de la 
perte de l’exon 1 à l’exon 9 (Figure 18A). Ce modèle a été obtenu par l’équipe du Dr Lough aux 
Etats-Unis (Hu et al., 2009). Les souris hétérozygotes p400 (p400 + /Δ) ont, de la même manière, 
un des deux allèles du gène p400 inactivé par l’insertion d’une cassette de résistance à la 
néomycine entrainant la perte d’une partie de l’exon 2 et de l’intron 2 (Figure 18B). Ces souris 
ont été obtenu par l’équipe du Dr Fukunaga au Japon (Ueda et al., 2007). Notons que le fond 




a- Génération des souris doublement hétérozygotes pour Tip60 et 
p400 (Souris Tip60 + /Δ ; p400 + /Δ) 
Les lignées hétérozygotes parentales dites « lignées d’origine » ont été importées dans notre 
animalerie et obtenues soit par simple redérivation d’animaux « vifs » (lignée Tip60 + /Δ), soit 
par reviviscence à partir d’embryons congelés (lignée p400 + /Δ). En parallèle, afin de générer 
des souris doublement hétérozygotes (Tip60 + /Δ et p400 + /Δ), nous avons réalisés des 
croisements entre souris des deux lignées d’origine de génotypes différents et obtenu la lignée 
« double hétérozygote ». La Figure 19 représente les statistiques de reproduction obtenues pour 
les lignées d’origine au cours des six premiers mois d’élevage. Si l’hétérozygotie pour Tip60 suit 
une transmission mendélienne, (avec environ 2/3 de souris hétérozygotes et 1/3 de souris 
sauvages, étant donnée, que les homozygotes KO ne sont pas viables, Figure 19A), ce n’est pas le 
cas en ce qui concerne l’hétérozygotie pour p400 puisque nous observons un taux de transmission 
beaucoup plus faible (inférieur à 20%, Figure 19B). De la même manière, les statistiques de 
reproduction des lignées double hétérozygotes nous montrent que l’hétérozygotie pour p400 se 
transmet peu (22,22%) par rapport à celle pour Tip60 (54,07%) qui, elle, correspond à la 
fréquence mendélienne attendue (Environ 50%, Figure 20). Ces résultats suggèrent que, dans nos 
Figure 18: Modèles murins 
Schéma de la mutagénèse réalisée afin d’obtenir les souris hétérozygotes pour Tip60 (Tip60 + /Δ) ou pour 
p400 (p400 + /Δ). A. Un des deux allèles codant pour Tip60 est inactivé par le remplacement de la partie 
comprise de l’exon 1 à l’exon 9 par une cassette de résistance à la néomycine (Néo). B. De la même manière, 
une cassette de résistance à la néomycine (Néo) inactive un des deux allèles codant pour p400 en délétant 









Souris hétérozygotes pour Tip60 (Tip60 + /Δ ) 







Figure 19: Analyse statistique des portées des lignées pures au cours des 6 premiers mois d’élevage 
A. Statistiques pour la lignée Tip60 +/Δ. B. Statistiques pour la lignée p400 +/Δ 
   
Génotypes ♂ ♀ Total 
Tip60 +/+ 25 32 57 
Tip60 +/Δ 64 71 135 
% transmission de 
l’hétérozygotie 71,91 68,93 70,31 
Génotypes ♂ ♀ Total 
p400 +/+ 18 25 43 
p400 +/Δ 6 3 9 
% transmission de 
l’hétérozygotie 25 10,71 17,31 
A. 
B. 
Figure 20:  Analyse statistique des portées de la lignée double hétérozygote au cours des 6 premiers 
mois d’élevage 
Génotypes ♂ ♀ Total 
Tip60 +/+ 30 32 62 
Tip60 +/Δ 35 38 73 
% transmission de 
l’hétérozygotie 53,85 54,29 54,07 
Génotypes ♂ ♀ Total 
p400 +/+ 50 55 105 
p400 +/Δ 15 15 30 
% transmission de 
l’hétérozygotie 23,08 21,43 22,22 
Génotypes ♂ ♀ Total 
Tip60 +/Δ 
 p400 +/Δ 7 10 17 
% transmission de 
l’hétérozygotie 10,77 14,29 12,59 
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conditions d’élevages, l’hétérozygotie pour p400 semble être défavorable à la reproduction. 
Notons également que nous n’avons pas obtenues de double homozygotes KO, démontrant que la 
perte de p400 ne réverse pas la létalité induite par la perte de Tip60, et inversement. 
 
b- L’hétérozygotie Tip60 ou p400 n’induit pas l’apparition de 
lésions pré-néoplasiques spontanées 
Les travaux de Moser et al. réalisés en 1990 ont démontré que l’hétérozygotie sur certains 
gènes entraine l’apparition spontanée de tumeurs (Moser et al., 1990). En effet, des souris 
comportant une mutation sur un seul des deux allèles du gène APC (Adenomatous Polyposis 
Coli) présentent une apparition spontanée d’adénomes sur la totalité de l’intestin (Moser et al., 
1990). Ce modèle est utilisé comme modèle de carcinomes colorectaux puisque la perte de la 
protéine APC est considérée comme un des événements les plus précoces dans la tumorigénèse 
colique (pour revue (Ferron et al., 2005)). Nous avons donc voulu vérifier si un phénomène 
similaire pouvait être observé pour l’hétérozygotie de Tip60 ou p400. Pour cela, nous avons 
analysé les colons de souris de chaque génotype après euthanasie. Les colons ont été prélevés 
dans leur totalité (du coecum au rectum), ouverts longitudinalement et fixés dans une solution de 
Formaline 10%. Pour mettre en évidence les cryptes, les colons sont colorés au bleu de méthylène 
(1% final). L’observation des colons des 4 génotypes nous permet de constater que 
l’hétérozygotie pour p400 ou Tip60 ne modifie pas la morphologie générale du colon : 
l’architecture de la muqueuse colique présente des cryptes rondes dont la répartition est 
homogène, la lumière de la crypte apparaissant blanche et la paroi bien définie avec une largeur 
identique (Figure 21B.a pour l’illustration). Par ailleurs, l’hétérozygotie pour p400 ou Tip60 
n’induit pas ou peu d’ACF ni de tumeur de manière spontanée mais ceci reste à confirmer étant 
donné le faible nombre de souris. Il en est de même pour les colons de souris double 
hétérozygotes. Ces résultats montrent qu’il n’y a pas de susceptibilité spontanée liée aux 
génotypes tant pour des souris jeunes (6 semaines) que pour des souris âgées (12 mois).  
 
c- L’haplo-insuffisance pour Tip60 favorise l’apparition d’ACF 
induits par l’AOM de manière dépendante de p400 
Nous avons démontré que l’hétérozygotie pour Tip60 ou p400 n’induit pas de lésions pré-
néoplasiques spontanées. Néanmoins, nous avons approfondis notre étude en analysant si les 
Figure 21: histologique de la muqueuse colique par coloration au bleu de méthylène après induction à 
l’AOM 
A. Schéma du protocole expérimental d’induction à l’AOM. Les souris âgées de 6 semaines reçoivent une 
première injection intra-péritonéale d’AOM (20mg/kg) lorsqu’elles sont. Une deuxième injection est 
administrée une semaine après. 3 semaines après la 2e injection, les souris sont euthanasiées et les colons 
prélevés et fixés B. Photographie de colons colorés au bleu de méthylène (grossissement 40x) a. Colon de 
souris non induit. b. Colon de souris induit à l’AOM. Notons que nous n’avons pas observé de différence 
entre les ACF des différents génotypes. 




















Foyer de cryptes aberrantes 
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Induction à l’AOM 
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changements de génotypes pouvaient avoir un effet sur l’induction d ‘ACF par l’Azoxyméthane 
(AOM), un carcinogène couramment utilisé pour induire des cancers du colon chez le rat et la 
souris. L’injection d’AOM permet d’obtenir un bon modèle de tumorigénèse colorectale précoce 
puisqu’il induit des lésions de manière similaire aux cancers sporadiques chez l’homme. En effet, 
l’AOM va induire des mutations ponctuelles au niveau de l’ADN, notamment au niveau de gènes 
clés de la tumorigénèse colique comme k-ras ou β-caténine en formant des adduits sur les 
guanines de l’ADN, conduisant ainsi à des mutations ponctuelles des guanines en adénines (Bolt 
et al., 2000), (Takahashi et al., 2000).  
Pour ces expréiences, des souris de chaque génotype âgées de 6 semaines reçoivent deux 
injections intrapéritonéales d’AOM (20mg/kg) à une semaine d’intervalle. 3 semaines après la 
deuxième injection, les souris sont euthanasiées, disséquées et les colons prélevés, fixés puis 
colorés selon le même protocole expérimental décrit précédemment (Figure 21A). L’analyse du 
nombre d’ACF se fait sur la totalité du colon à la loupe binoculaire. Les ACF sont identifiés 
selon les critères suivants : La paroi des cryptes est plus épaisse et présente une coloration plus 
marquée ; L’ouverture de la crypte est généralement plus allongée en forme de « focille », on 
remarque aussi une zone péricryptale très bien définie marquant la frontière entre les cryptes 
aberrantes et les cryptes normales (Figure 21B.b).  
L’injection d’AOM chez les souris sauvages induit l’apparition d’une moyenne de 5 ACF par 
colon (Figure 22A). De la même façon, les souris hétérozygotes pour p400 présentent en 
moyenne 4 ACF par colon après induction à l’AOM (Figure 22A). De manière intéressante, nous 
avons observé que l’hétérozygotie pour Tip60 augmente significativement (p-value < 0,02) le 
nombre d’ACF après injection de l’AOM. En effet, les souris Tip60 +/Δ présentent un nombre 
plus élevé d’ACF (d’un facteur 2,5) que les souris sauvages ou p400 +/Δ (12 ACF pour le souris 
Tip60 +/Δ comparé à moins de 5 pour les souris sauvages ou p400 +/Δ) (Figure 22A). Ces 
résultats suggèrent que l’haplo-insuffisance pour Tip60 favorise l’apparition des lésions pré-
néoplasiques induites par l’AOM. Or, cette augmentation du nombre d’ACF dû à l’hétérozygotie 
Tip60 est totalement reversée par l’hétérozygotie p400 (Figure 22A) puisque les souris double 
hétérozygotes (Tip60 + /Δ ; p400 + /Δ) présentent un nombre d’ACF moyen par colon de même 
ordre que les souris sauvages ou p400 hétérozygotes. Ces résultats montrent donc que 
l’augmentation de la sensibilité à l’AOM au niveau de l’induction des ACF par l’haplo-
insuffisance de Tip60 est abolie par la perte d’un des deux allèles de p400. Ainsi, les effets de la 
Figure 22: Quantifications des ACF 
A. Nombre d’ACF par colon pour chaque génotype après induction par l’AOM 


















































sous-expression de Tip60 sur l’apparition des ACFs est totalement dépendante de la présence de 
p400 et le ratio entre ces deux protéines semble crucial in vivo pour la régulation des évènements 
précoces de la tumorigénèse colique. Notons que nous n’avons pas pu établir de corrélation entre 
la multiplicité des ACF (à savoir le nombre de cryptes aberrantes par ACF) et un génotype donné 
(Figure 22B).    
 
4) Résumé des travaux, Conclusion 
Par cette étude réalisée in vivo chez la souris, nous avons observé, dans un premier temps, que 
l’haplo-insuffisance pour p400 n’était pas favorable à une bonne ségrégation du génotype 
hétérozygote p400 + /Δ, ce qui, au contraire, n’est pas le cas dans l’étude de Ueda et al. (Ueda et 
al., 2007). Le facteur environnemental pourrait peut-être expliquer cette différence mais nous 
pouvons suggérer que, dans nos conditions d’élevages, la perte d’un facteur 2 de p400 induit un 
stress ou augmente la sensibilité des souris aux stress qu’ils soient endogènes ou exogènes.  
Nous avons mis en évidence que les 4 génotypes étudiés ne présentent pas de différence au 
niveau de la morphologie colique ni de sensibilité accrue à l’apparition de lésions pré-
néoplasiques spontanées. 
Néanmoins, et de manière très intéressante, nous avons observé que l’haplo-insuffisance pour 
Tip60 favorise l’induction de lésions pré-néoplasiques par l’AOM, agent carcinogène 
couramment utilisé pour induire des carcinomes colorectaux chez les rongeurs. De plus cette 
augmentation de sensibilité à l’AOM est dépendante de la présence de p400, puisque les souris 
double hétérozygotes présentent la même sensibilité que les souris sauvages, à savoir 2 fois 
inférieure aux souris Tip60 + /Δ.  
Ces résultats préliminaires tendent à prouver que le couple p400/Tip60 constitue bien une 
cible thérapeutique potentielle pour l’établissement de nouveaux traitements ou l’amélioration de 
ceux déjà disponibles pour les cancers colorectaux. En effet, le fait que les souris Tip60 + /Δ 
présentent plus de lésions pré-néoplasiques après induction à l’AOM laisse suggérer que la 
diminution de Tip60 serait une étape importante pour le développement de tumeurs coliques et 
accroît la sensibilité aux facteurs tumorigènes. En revanche, la réduction en parallèle de p400, 
inhibiteur physiologique de Tip60, abolit ce phénotype de sensibilité accrue. Ces données sont en 
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accord avec notre étude précédente réalisée sur des biopsies de cancers du colon et des lignées 
cellulaires de carcinomes colorectaux démontrant le rôle crucial du ratio p400/Tip60 sur la 
croissance des cellules tumorales.  
On peut donc imaginer que l’élaboration d’inhibiteurs de p400 permettrait de rétablir le ratio 




- 2ème PARTIE : L’ATPase p400 
dans le contrôle du devenir 
cellulaire 
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Nous avons évoqué, dans le chapitre précédent, le rôle du couple Tip60/p400 dans le contrôle 
de la prolifération de cellules de carcinomes colorectaux via la voie de réponse aux dommages à 
l’ADN. Nous avons également émis l’hypothèse que l’haplo-insuffisance pour p400 pouvait 
induire un stress, ou une augmentation à la sensibilté aux stress, car l’hétérozygotie pour ce gène 
se transmet mal de génération en génération. Nous avons donc poursuivi nos investigations en 
étudiant le rôle de l’ATPase p400 dans le contrôle du devenir cellulaire. Nous avons alors pu 
mettre en évidence que p400 joue un rôle crucial via le contrôle du métabolisme oxydatif dont la 
dérégulation engendre un stress se traduisant par des dommages à l’ADN. 
 
I-  Introduction au stress oxydatif et aux réponses cellulaires 
1) Le stress Oxydatif 
Les cellules sont continuellement soumises à des stress endogènes ou exogènes. Les facteurs 
de stress incluent des facteurs environnementaux (comme par exemple les UV) ainsi que des 
facteurs intrinsèques (par exemple, le métabolisme cellulaire). Les cellules vont adapter leur 
réponse en fonction de la nature et de l’intensité du stress. Certains facteurs vont directement 
affecter l’intégrité du génome et générer un stress, appelé « stress génotoxique ». Ce type de 
stress va induire des dommages à l’ADN qui seront détectés puis signalés à la cellule qui mettra 
alors en place une réponse physiologique spécifique. 
Parmi les différents stress génotoxiques, le stress oxydatif est le stress naturel le plus 
important au sein de l’organisme. En effet, les cellules se développent et prolifèrent dans un 
environnement aérobie où l’oxygène joue un rôle crucial. Mais de manière paradoxale, le 
métabolisme des cellules produit des molécules nocives appelée « espèces réactives d’oxygène » 
(ou ROS) provenant de la transformation chimique de l’oxygène lui même. Ces composants vont 
affecter les constituants de notre organisme comme, par exemple l’ADN, par des réactions 
d’oxydations. Ces réactions chimiques modifient les bases de l’ADN qui ne vont plus être 
reconnues correctement ce qui peut entraîner un arrêt des fourches de réplication ou de la 
machinerie de transcription et, ainsi, créer des lésions simple ou double brin. 
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Ces lésions peuvent être délétères pour la cellule dans la mesure où elles mettent en péril les 
mécanismes d’expression des gènes et de maintient de l’intégrité du patrimoine génétique. Pour 
répondre à ces dommages et les gérer, la cellule met en oeuvre un ensemble de solutions plus ou 
moins radicales qui suivent néanmoins la même logique et qui détermineront le destin cellulaire.  
 
2) Les réponses cellulaires 
 
a- Détection et signalisation des dommages 
 
Les dommages à l’ADN vont être reconnus par des protéines « senseurs » (Figure 23). Ces 
protéines vont transmettre le signal de présence de dommages à l’ADN à des protéines 
« transductrices » qui elles-mêmes vont activer des protéines « effectrices ». En parallèle, les 
protéines médiatrices vont être activées et vont rester au niveau du site de lésion pour amplifier le 
signal. Les protéines effectrices vont, au final, participer à la mise en place du destin cellulaire 
pour palier aux lésions. Bien que nous parlions d’une voie de réponse aux dommages à l’ADN, il 
est important de préciser qu’il s’agit plutôt d’un réseau complexe de voies interagissant pour 
exécuter les décisions cellulaires et fixer le devenir cellulaire.      
 
• Les protéines senseurs 
Afin de prendre en charge les dommages dans l’ADN, la cellule doit d’abord être capable de 
les détecter. Cela est possible grâce à l’intervention de protéines « senseurs » qui reconnaissent 
plus ou moins spécifiquement un type de lésion. Par exemple, le complexe MRN se lie 
directement aux cassures double brin (de Jager et al., 2001). Il est composé de Mre11 
(exonucléase/endonucléase), Rad50 (ATPase/adenylate kinase) et Nbs1. Il existe également 
d’autres complexes moins spécifiques de la nature du dommage comme les complexes 9-1-1 
(Rad9-Rad1-Hus1) et RFC-like (Replication factor C-like), également appelé complexe Rad17, 
qui participent aussi à la signalisation des dommages (Delacroix et al., 2007). 
 
• Les protéines transductrices 
Lésions à l’ADN 
Figure 23: Représentation générale de la réponse aux dommages à l’ADN 
Après dommages à l’ADN, les protéines senseurs sont recrutées, reconnaissent et signalent la lésion d’une 
part aux protéines transductrices et, d’autres part, aux protéines médiatrices. Les protéines médiatrices vont 
rester au niveau de la lésion pour maintenir et amplifier le signal. Les protéines transductrices, quand à elles, 
vont activer les protéines effectrices qui vont mettre en place les réponses cellulaires. 





Ch2, Chk1, Mk2 
Protéines effectrices 





Rapidement, ces senseurs recrutent des enzymes essentielles dans la réponse aux dommages à 
l’ADN. Parmi elles, on peut citer les kinases ATM et ATR appartenant à la famille PIKK.  
ATM est exclusivement activée par des cassures double brin et est recrutée de manière 
spécifique par le complexe MRN (Lee and Paull, 2007). Elle est présente dans la cellule sous 
forme de dimère inactif puis, en réponse à des DSB, est acétylée par Tip60 qui participe ainsi à 
son activation (Sun et al., 2005).  
ATR, quand à elle, et recrutée par le complexe 9-1-1/Rad17. Elle est activée par la protéine 
TopBP1 via son partenaire ATRIP sur l’ADN simple brin recouvert de protéine RPA 
(Replication protein A) (Mordes et al., 2008) ; or de nombreux dommages génèrent de l’ADN 
simple brin (UV, fourches de réplication bloquées,…) ce qui lui confère une fonction plus 
polyvalente qu’ATM. 
Une fois actives, ces kinases vont phosphoryler leurs cibles et transduire le signal en aval par 
le contrôle des kinases Chk2 et Chk1 (Pour revue : (Reinhardt and Yaffe, 2009)). Chk2 est 
phosphorylée et activée par ATM en réponse à des radiations ionisantes et, de manière plus 
générale, en réponse à des cassures double brin de l’ADN. En ce qui concerne l’activation de 
Chk1, il est communément proposé qu’elle se fasse via la kinase ATR, en réponse à des lésions 
simple brin de l’ADN.  
De plus, la kinase Mk2 (MAPKAP kinase 2), une cible de la voie de réponse au stress MAPK 
p38, pourrait également constituer une troisième protéine transductrice du signal (Coulthard et 
al., 2009).  
 
• Les protéines médiatrices 
Les kinases ATM et ATR vont également phosphoryler d’autres cibles que l’on appelle les 
protéines médiatrices. Par exemple, la première cible d’ATM et d’ATR sera le variant d’histone 
H2A.X qu’elles phosphorylent sur la sérine 139 (Burma et al., 2001), (Ward and Chen, 2001). La 
présence de H2A.X phosphorylée (aussi appelé γH2A.X) est à la fois un marqueur de la région 
lésée et un médiateur de l’amplification du signal. En effet, la phosphorylation de ce variant va 
s’étendre sur plusieurs mégabases autour de la lésion (Iacovoni et al.) et permettre le recrutement 
d’autres médiateurs comme BRCA1, MDC1 et 53BP1. Ces protéines sont également 
phosphorylées par ATM et ATR et vont être recrutées au niveau des foyers γH2A.X induits par 
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les lésions (Nakamura et al.). L’activation de ces médiateurs stimule l’activité d’ATM et d’ATR 
vis à vis de leurs autres cibles comme Chk2 et Chk1, amplifiant ainsi le signal.  
 
• Les protéines effectrices 
Les protéines effectrices font partie des évènements les plus en aval de la signalisation des 
dommages. Elles vont être ciblées par les kinases transductrices ATM/ATR et Chk2/Chk1. Les 
principaux effecteurs sont le suppresseur de tumeur p53 et les phosphatases cdc25s. 
Les phosphorylations de p53 par les différentes kinases activées en amont ont pour 
conséquences d’induire sa stabilisation (phosphorylation de la sérine 20 par Chk2) et la 
stimulation de son activité transactivatrice (phosphorylation de la sérine 15 par ATM) (Chehab et 
al., 2000), (Dumaz and Meek, 1999). p53 va alors activer l’expression de ces gènes cibles de 
manière spécifique au destin cellulaire. 
La phosphorylation des phosphatases cdc25s va aboutir soit à la séquestration de la protéine 
(dans le cas de cdc25A), soit à son inactivation (pour cdc25B) ou encore à sa dégradation (dans le 
cas de cdc25C). Ces phosphatases sont des activateurs spécifiques des complexes CDK/cyclines 
et permettent donc à la cellule de progresser dans les différentes phases du cycle. Ainsi, la 
suppression de l’activité de ces protéines va entrainer un arrêt du cycle à une transition donnée 
(voir ci-dessous). 
 
b- Les réponses cellulaires 
 
La détection et la signalisation des dommages à l’ADN vont permettre la mise en place de 
différentes réponses cellulaires : 
 
• L’arrêt du cycle cellulaire 
L’arrêt du cycle est le premier mécanisme mis en place par la cellule. Cet arrêt est 
généralement nécessaire pour laisser le temps de réparer les dommages. La cellule rentrera à 
nouveau dans le cycle si une réparation efficace des dommages a lieu et si les lésions ne sont pas 
trop importantes.  
 
- Arrêt à la transition G1/S :  
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Comme dit précédemment, p53 va être activé par les protéines transductrices comme ATM et 
va, à son tour, activer l’expression de gènes spécifiques. Dans le cas de l’arrêt du cycle, la cible 
majeure de p53 est le gène p21. La protéine p21 va inhiber l’activité du complexe Cdk2/Cycline 
E impliquée dans la transition G1/S et ainsi arrêter la progression des cellules dans le cycle en 
G1. C’est l’un des points de contrôle majeurs activé en réponse aux dommages à l’ADN. Ce délai 
est nécessaire à la réparation complète des lésions. 
Il existe également un point de contrôle activé en réponse aux dommages à l’ADN en début 
du processus de réplication. Dans ce cas là, la signalisation repose sur la dégradation de la 
phosphatase cdc25A. En effet, les kinases Chk2 et Chk1 sont capables de phosphoryler cdc25A 
sur la sérine 123, ce qui entraine son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome (Sorensen 
et al., 2003). Ainsi, le complexe Cdk2/Cycline A, requis pour le déclenchement des origines de 
réplication, n’est plus activé. 
 
- Arrêt à la transition G2/M : 
Cet arrêt met en jeu la phosphatase cdc25C qui va être phosphorylée par Chk2 lors de la mise 
en place du point de contrôle en G2. La phosphrylation de cdc25C sur la sérine 216 entraîne son 
export nucléaire et sa séquestration dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3 (Peng et al., 1997). 
Ainsi cdc25C ne peut plus activer le complexe Cdk1/Cycline B impliquée dans l’entrée en 
mitose. Le cycle cellulaire est donc bloqué en G2. 
 
• La sénescence 
En réponse à des dommages à l’ADN trop importants ou non réparables, les cellules normales 
peuvent sortir du cycle cellulaire et s’arrêter de proliférer de manière irréversible. Cet état, appelé 
la sénescence cellulaire, permet d’empêcher la transformation maligne des cellules endommagées 
et contribue ainsi à l’inhibition de la progression tumorale (pour revue : (Campisi and d'Adda di 
Fagagna, 2007)).   
 
- La voie p19ARF/p53/p21 : 
La voie dépendante de p53 est régulée à plusieurs niveaux, notamment par l’ubiquitine-ligase 
mdm2 qui facilite la dégradation de p53 et par la protéine ARF (Alternate-Reading-Frame) qui 
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inhibe mdm2. La cible majeure de cette voie est, comme pour l’arrêt du cycle, le gène p21. Quel 
mécanisme détermine si les cellules s’arrêtent de manière transitoire ou irréversible ? La réponse 
n’est pas claire mais il semblerait qu’elle soit dépendante des types de dommages à l’ADN. En 
effet, une des possibilités serait qu’une réparation rapide des dommages arrête la signalisation 
p19ARF/p53/p21 alors qu’une réparation plus lente, incomplète ou encore mal exécutée maintient 
la signalisation et donc, entraine la sénescence.  
   
- La voie p16INK4a/Rb : 
Les stress produisant des dommages à l’ADN peuvent aussi activer la voie dépendante de p16 
et de Rb. En effet, la signalisation des lésions va entrainer l’augmentation de l’expression de p16 
qui, comme p21, est un inhibiteur des complexes Cdk/Cycline. L’inhibition de ces complexes va 
entrainer l’hypophosphorylation de la protéine à poche Rb et son activation. Elle va alors inhiber 
le facteur de transcription E2F nécessaire pour la transcription de gènes essentiels pour la 
prolifération. Cette voie est également cruciale pour la formation des foyers d’hétérochromatine 
associés à la sénescence (SAHF) qui mettent en silence les gènes nécessaires à la prolifération 
(Narita et al., 2003). 
 
- La voie PTEN/p27Kip1/Rb : 
L’activation du suppresseur de tumeur PTEN (inhibiteur de la voie proliférative PI3K 
(phosphatidylinositol 3-Kinase)) conduit à l’induction d’un autre inhibiteur des CDK, la protéine 
p27 (Li and Sun, 1998). L’accumulation de p27 conduit de la même manière que p16 à 
l’induction de la sénescence et à l’inhibition de la prolifération (Majumder et al., 2008). 
 
• L’apoptose 
La réponse la plus radicale en cas de dommages à l’ADN est la mort cellulaire programmée, 
ou apoptose. Elle n’est pas systématique et il est plutôt proposé qu’elle soit mise en œuvre 
seulement en cas de dommages irréparables, afin d’éliminer de l’organisme une cellule 
potentiellement dangereuse. L’apoptose est une forme de mort cellulaire nécessitant la mise en 
place d’un programme d’expression génique spécifique et l’activation en série de protéases 
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appelées caspases (le détail des voies ne sera pas abordé dans ce manuscrit car n’étant pas 
nécessaire à la compréhension des résultats). 
Dans ce cas également la protéine p53 va jouer un rôle crucial dans la mise en place de ce 
processus même si il existe une apoptose indépendante de p53. Elle contribue au déclenchement 
du processus apoptotique notamment par son rôle de facteur de transcription. p53 va activer 
l’expression de gènes pro-apoptotiques qui codent pour des protéines essentielles à l’apoptose 
comme Bax, Noxa ou PUMA. Elle va également réprimer des gènes anti-apoptotiques tels que 
Bcl-2.  
 Comment p53 va privilégier l’expression des gènes pro-apoptotiques du gène codant pour 
la protéine p21 et inversement ? De récentes études ont montré que l’acétylation de p53 par 
Tip60 interviendrait dans ce processus (Sykes et al., 2006), (Tang et al., 2006). Il a été proposé 
qu’en présence d’une faible quantité de dommages, p53 n’est pas acétylé et va donc activer p21 
pour induire l’arrêt du cycle. L’augmentation de la quantité de dommages à l’ADN induit 
l’acétylation de p53 par Tip60 sur la lysine 120. Cette acétylation pourrait augmenter l’affinité de 
p53 pour les promoteurs de gènes pro-apoptotiques et recruter des co-activateurs transcriptionnels 
sur ces gènes (Tyteca et al., 2006a). 
  
 
Au cours de mes deux dernières années de thèse, je me suis attachée à caractériser le rôle de 
p400 dans le contrôle du devenir cellulaire. J’ai tout d’abord démontré par analyse à grande 
échelle que la déplétion de p400 par siRNA induit une signature génique du stress oxydatif. J’ai 
ensuite contribué à montrer que p400 régule les niveaux intrinsèques d’espèces réactives 
d’oxygène et permet le maintien des ROS en dessous d’un certain seuil pouvant être délétère pour 
l’intégrité du génome. J’ai finalement pu montrer que, par la régulation de l’homéostasie des 






II- Résultats : L’ATPase p400 dans le contrôle du devenir 
cellulaire et la réponse au stress oxydatif 
1) Contexte Scientifique 
Notre étude sur Tip60 et p400 dans les cancers colorectaux nous a conduit à nous interroger 
sur le rôle de p400 dans l’homéostasie cellulaire. En effet, plusieurs études montraient que p400 
était importante pour la mise en place des différents devenirs cellulaires qui ont été présentés 
auparavant (voir 1ère partie, 1-c « fonctions de p400 »).  
En 2005 émerge la première étude sur p400 dans la sénescence, montrant que la déplétion de 
p400 par shRNA induit une sénescence prématurée de fibroblastes humains (Chan et al., 2005). 
Un an plus tard, au sein du laboratoire, Sandrine Tyteca publie une étude sur le rôle de p400 dans 
l’arrêt du cycle cellulaire. Dans ce cas, la déplétion de p400 par siRNA induit un arrêt en G1 des 
cellules d’ostéosarcomes (Tyteca et al., 2006b). En 2007, les travaux de Gevry et al. impliquent 
l’ATPase p400 dans la régulation du gène p21 via l’incorporation du variant d’histone H2A.Z. 
Enfin, en 2009, nous mettons en évidence l’importance de p400 dans les cellules de carcinomes 
colorectaux puisque l’utilisation de siRNA dirigés contre p400 induisent l’apoptose spontanées 
des cellules (Mattera et al., 2009). L’ensemble de ces travaux a été réalisé par des stratégies 
d’interférences à l’ARN et nous a fortement suggéré que p400 pouvait jouer un rôle central dans 
la régulation du devenir cellulaire, sa présence étant indispensable à la prolifération par 
l’inhibition de la sénescence, de l’arrêt du cycle ou de l’apoptose dans des cellules non stressées.  
A partir de ces résultats, et sachant que p400 est impliquée dans la régulation de l’expression 
de nombreux gènes (Frank et al., 2003), (Taubert et al., 2004), (Gevry et al., 2007), nous avons 
effectué une étude à grande échelle afin d’identifier les gènes pouvant être des cibles de p400 et 
pouvant intervenir dans la mise en place des différents devenirs cellulaires.  
L’analyse sur puces à ADN des profils d’expression des cellules d’ostéosarcomes U2OS 
déplétées pour p400 par siRNA a permis de mettre en évidence une réponse génique 
représentative d’un stress oxydatif. C’est à partir de ces données qu’a débuté notre étude sur le 
rôle de p400 dans la gestion du stress oxydatif afin d’identifier par quel mécanisme cette protéine 
peut agir et quelles en sont les conséquences pour le destin cellulaire. 
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2)  Publication : The E1A-associated protein p400 modulates cell fate 
decision by the regulation of ROS homeostasis 
The E1A-Associated p400 Protein Modulates Cell Fate
Decisions by the Regulation of ROS Homeostasis
Lise Mattera1., Ce´line Courilleau1., Gae¨lle Legube1, Takeshi Ueda2, Rikiro Fukunaga3, Martine
Chevillard-Briet1, Yvan Canitrot1", Fabrice Escaffit1", Didier Trouche1*
1 Laboratoire de Biologie Cellulaire et Mole´culaire du Controˆle de la Prolife´ration (LBCMCP), CNRS and Universite´ de Toulouse, Toulouse, France, 2Campbell Family
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Abstract
The p400 E1A-associated protein, which mediates H2A.Z incorporation at specific promoters, plays a major role in cell fate
decisions: it promotes cell cycle progression and inhibits induction of apoptosis or senescence. Here, we show that p400
expression is required for the correct control of ROS metabolism. Depletion of p400 indeed increases intracellular ROS levels
and causes the appearance of DNA damage, indicating that p400 maintains oxidative stress below a threshold at which
DNA damages occur. Suppression of the DNA damage response using a siRNA against ATM inhibits the effects of p400 on
cell cycle progression, apoptosis, or senescence, demonstrating the importance of ATM–dependent DDR pathways in cell
fates control by p400. Finally, we show that these effects of p400 are dependent on direct transcriptional regulation of
specific promoters and may also involve a positive feedback loop between oxidative stress and DNA breaks since we found
that persistent DNA breaks are sufficient to increase ROS levels. Altogether, our results uncover an unexpected link between
p400 and ROS metabolism and allow deciphering the molecular mechanisms largely responsible for cell proliferation control
by p400.
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Introduction
Cell fate decisions largely rely on the activation or the repression
of specific genetic programs. Proteins, which regulate these genetic
programs, are involved in the accurate control of cell fate. Among
these proteins, chromatin modifying-enzymes are proposed to play
a special role because they can set up epigenetic imprints in
chromatin and thus mediate long term and transmissible effects on
chromatin function. In mammals, one such protein is the p400
ATPase which is an ATPase of the SWI/SNF family conserved
from yeast to human (it is called SWR1 in yeast and Domino in
drosophila) [1–3]. It belongs to a multimolecular complex, which
contains other enzymes such as the helicases Tip49a and Tip49b
and, at least in mammals and in drosophila, the histone acetyl
transferase Tip60 [1,4–6]. p400 can mediate exchange of histone
H2A variants, such as H2A.Z in yeast and mammals and H2Av
(which is a drosophila-specific variant related to both H2A.Z and
H2A.X) in drosophila [4–8]. Through this activity, p400
participates in various processes such as DNA double strand
breaks (DSBs) repair and transcription: in drosophila, Domino
exchanges phosphorylated H2Av by unphosphorylated H2Av
following completion of DNA repair, leading to the suppression of
DNA DSB signalling [5]. Transcriptional regulation by p400
largely relies on H2A.Z incorporation at specific promoters [9].
H2A.Z incorporation can lead both to positive or negative
outcome for transcription: whereas removal of H2A.Z is often
required for transcription to occur, H2A.Z can also ‘‘poise’’ genes
for activation, preventing the propagation of neighbouring
repressive heterochromatin [10]. In agreement with this dual
effect of H2A.Z in transcription, p400 mediates transcriptional
repression of the p21 gene in the absence of DNA damage [11,12]
but it is also required for transcriptional activation of estrogen-
responsive genes upon hormone treatment [13], both effects being
mediated through H2A.Z incorporation [7].
Many results underline the role of p400 and p400-associated
proteins in cell fate decisions control. First, p400 was characterized
as a protein associated with the viral transforming protein E1A
from adenovirus [1]. Moreover, association with p400 was found
to be required for E1A to promote cell transformation as well as
apoptosis [1,14], indicating that p400 is important for E1A-
mediated cell proliferation and cell transformation control. p400
prevents cell cycle arrest in human osteosarcoma-derived cells
[12], inhibits apoptosis in colon carcinoma-derived cells [15] and
blocks senescence induction in non transformed human fibroblasts
[11] or mouse embryonic fibroblasts [16]. Also, depletion of p400
or of associated proteins (such as Tip60) results in a decrease cell
proliferation rate of embryonic stem cells [17]. Altogether, these
data point to a critical role of p400 in allowing cell proliferation.
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The function of p400 in preventing cell cycle arrest or
senescence is proposed to be mediated through the direct
transcriptional regulation of p21 expression by localized H2A.Z
incorporation [7]. However, we show here that p400 depletion can
induce oxidative stress suggesting that it may also indirectly
activate p21 expression through the activation of DNA damage
pathways. By inhibiting these pathways, we show that this indirect
mechanism largely account for p21 regulation by p400 as well as
for downstream control of cell fate (such as senescence, cell cycle
progression or apoptosis). Altogether, our results allow us to
decipher the molecular mechanism which accounts for most of the
effects of p400 on cell proliferation.
Results
p400 knockdown induces ROS accumulation
In order to identify genes regulated by p400, we performed a
genome wide analysis of genes affected upon p400 knockdown. We
transfected U2OS osteosarcoma cells in duplicates with two control
siRNAs and two previously described siRNAs directed against p400
[12]. Silencing efficiency was checked by real time PCR and western
blotting (Figure S1A and S1B). Moreover, the p21 mRNA was
induced by p400 depletion (Figure S3B), as already described [12].
Forty-eight hours following transfection, we prepared total RNA that
we analysed on Affymetrix gene microarrays containing 19,734 gene
probe sets. We then compared gene expression upon transfection of
each anti-p400 siRNA against each control siRNA independently.
After normalization, statistical analysis and thresholding (see
Materials and Methods), we considered genes as regulated by
p400 when they are similarly affected in three out of the four
conditions (p400-1 vs Ctrl-1, p400-2 vs Ctrl-1, p400-1 vs Ctrl-2 and
p400-2 vs Ctrl-2). 878 genes were identified and, as expected, the
p400 mRNA was found decreased upon p400 siRNA transfection
whereas the p21 mRNA was found activated. The complete list of
modified genes, sorted by the mean of fold change, is shown in
Figure S2. In addition, we validated our microarrays results by
analysing several genes by real time PCR (Figure S3). A Gene
Ontology (GO) analysis (see Figure 1 for the eight top singular
annotations) indicates that p400 mainly regulates genes linked to cell
proliferation (the first three singular annotations are composed of
genes involved in cell cycle, cell division andmitosis). Such regulation
is expected and is likely to be indirect, since p400 knockdown affects
cell cycle progression [12]. The next singular annotation represents
genes involved in the oxido-reduction balance, suggesting a link
between p400 and the control of oxidative stress.
To test this hypothesis, we directly measured the intracellular
levels of ROS (Reactive Oxygen Species, a major intracellular
inducer of oxidative stress) using fluorescent probes by flow
cytometry upon siRNA transfection. We found that the knock-
down of p400 leads to an increase of ROS levels (measured by
calculating the mean fluorescence from 25,000 cells) detectable
48 hours and 72 hours following siRNA transfection (Figure 2A).
This increase is similar to what is observed in cells treated with
H2O2, an oxidant molecule (Figure S4A), or in cells presenting
mutations in the succinate dehydrogenase enzyme, a protein
directly involved in the control of the respiratory chain in
mitochondria [18]. Moreover, this increase was also observed
using 2 other independent p400 siRNAs (Figure 2B, see Figure
S1B for RT-PCR monitoring p400 expression silencing), ruling
out the possibility of any off-target effects. Thus, altogether, these
results indicate that p400 is required to decrease ROS levels in
U2OS cells. To confirm the importance of p400 in controlling
ROS levels, we used MEFs originating from mice in which the
p400 gene has been genetically targeted [19]. We prepared wild
type and heterozygous MEFs. Both MEFs grow at identical rates
and presented similar basal ROS levels (data not shown). We next
treated these MEFs with H2O2 to analyse their response to an
oxidative stress increase. We found that the increase in ROS levels
following 15 min H2O2 treatment was similar in both genotypes
(Figure 2C). To test their ability to cope with this ROS increase,
we washed H2O2 and we analysed the decrease in ROS levels. In
wild type cells, the decrease in ROS levels was very rapid since
they went down to basal levels in less than two hours (Figure 2C).
In MEFs in which one allele of p400 had been targeted, the
decrease was slower and ROS levels was still largely above basal
levels two hours following H2O2 removal (Figure 2C). Thus, the
loss of one p400 allele leads to a defective management of ROS
levels following a burst of oxidative stress, demonstrating that the
role of p400 in controlling ROS levels is not limited to human cells
neither to tumoral cells. Taken together, Figure 2A–2C data
indicate that normal p400 expression is required to control ROS
levels.
p400 prevents oxidative stress-induced DNA damage
and DNA damage signalling
Deregulated ROS production can lead to DNA damage. We
then reasoned that p400 could maintain ROS levels below a
threshold which could be detrimental to DNA integrity. To test
this possibility, we investigated whether knockdown of p400 in
U2OS cells leads to the generation of DNA damage. We
performed a neutral comet assay, which directly reveals the
amount of DNA strand breaks (single and double strand breaks)
and alkali-labile sites. We found that the number of cells with
detectable comet tails (thus, with detectable DNA breaks) was
increased upon p400 knockdown (Figure 2D for typical cells and
Figure 2E for the quantification; see Figure S5 for more detailed
distribution of comet tail moments). Importantly, very similar
results were obtained using another independent p400 siRNA
(Figure S6). We thus conclude from this experiment that p400
expression is required for genetic integrity and that p400 prevents
both increased ROS production and accumulation of DNA
damage.
In order to test whether DNA damage induced by the absence
of p400 are due to oxidative stress, we used N-Acetyl Cysteine
(NAC), a widely used anti-oxidant reagent. As expected, NAC
treatment efficiently reversed the increase in ROS levels induced
by p400 knockdown (Figure 3A). Importantly, NAC treatment also
reversed the increase in comet tail moments upon p400
knockdown (Figure 3B, see also Figure S6 with an independent
p400 siRNA). Thus, these data indicate that p400 prevents
oxidative stress–induced DNA damage.
Author Summary
External or internal causes can lead to the generation of
oxidative stress in mammalian cells. This oxidative stress is
detrimental to cell life since it can induce protein damages
or, even worse, DNA damages. Thus, cells have to control
strictly oxidative stress levels. In this manuscript, we show
that the p400 ATPase, a chaperone of specific histone H2A
variants, is important for this control in mammals and
therefore prevents DNA damage induction. Moreover, we
demonstrate that the known roles of p400 in cell
proliferation are dependent upon its effect on oxidative
stress. Finally, we identify the mechanisms by which p400
modulates oxidative stress levels. Altogether, our study
uncovers a new role of mammalian p400 and demon-
strates its functional importance.
p400 and ROS Homeostasis
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We next tested whether p400-induced DNA damage can lead to
the activation of a DNA Damage Response (DDR) and then to a
cellular response. We found that knockdown of p400 in U2OS cells
is sufficient to induce a significant increase of cells harbouring
cH2AX foci (Figure 3C and 3D), a widely used marker of DNA
damage signalling. It also leads to an increase in autophosphoryla-
tion of the sensor kinase ATM (reflecting ATM activation),
measured either by immunofluorescence or by western blot
(Figure 4A and 4B). In addition, phosphorylation of downstream
substrates of ATM, such as the p53 tumour suppressor, was induced
(Figure 4B). Thus, p400 knockdown results in the activation of
ATM-dependent DNA damage response pathways. Strikingly,
NAC treatment partially reversed the appearance of cH2AX foci
(Figure 3C and 3D) thereby indicating that DNA damage signalling
induced by p400 siRNA is mediated through increased oxidative
stress. Thus, altogether, Figure 3 and Figure 4 results indicate that
p400 prevents the induction of DNA damage and of ATM-
dependent DNA damage signalling by oxidative stress.
Figure 1. Gene singular annotation of DNA microarrays data. U2OS cells were independently transfected using two controls and two
different p400-targetting siRNAs. Total RNA was then prepared 48 h later and submitted to reverse transcription, cDNA control quality and
hybridization on Affymetrix DNA microarrays (GeneChip Human Gene 1.0 ST Array). Following quantification of two independent experiments,
normalization and statistical analysis was done using GeneSpring GX software (Agilent Technologies). Qualified genes were those found regulated, in
the same way, in at least 3 out of the four comparisons (p400-targeting siRNAs versus controls) and with a fold change at least equal at 1.25.
Presented gene annotation discovery was done using GeneCoDis2 online software.
doi:10.1371/journal.pgen.1000983.g001
p400 and ROS Homeostasis
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p400 allows cell cycle progression by preventing the
activation of ATM–dependent DDR pathways
We next intended to investigate the contribution of these ATM-
dependent DNA damage response pathways to cell proliferation
control by p400. As already reported [11,12], we found that p400
knockdown induces the activation of the gene encoding the p21
cell cycle-dependent kinase inhibitor (Figure 4C), as well as the
concomitant accumulation of cells in the G1 phase of the cell cycle
(Figure 4D). Importantly, the two fold induction of p21 mRNA
induction, as well as the extent of cell cycle arrest we observed
Figure 2. p400 depletion leads to ROS accumulation and DNA damage induction. (A) U2OS cells were transfected using the indicated
siRNA. 48 and 72 h following transfection (as indicated), cells were collected and ROS levels were measured by flow cytometry. The mean and
standard deviation (SD) from 3 independent experiments are shown (after standardisation relative to 1 for cells transfected with the control siRNA).
(B) U2OS cells were transfected using the indicated siRNA and 48 h following transfection, cells were collected and ROS levels were measured by flow
cytometry. The mean and SD from 3 independent experiments are shown (after standardisation relative to 1 for cells transfected with the control
siRNA). (C) MEFs derived from heterozygous embryos in which one p400 allele was targeted (p400Mut/+)[19] or from control wild type embryos (wt)
were treated or not, as indicated, with 10 mM of H2O2 for 15 min. H2O2 was washed out and cells were collected after the indicated time. ROS levels
were measured by flow cytometry. The ROS levels increase was calculated by subtracting ROS levels in untreated cells (measured in parallel). The
mean and SD from 2 to 3 independent experiments are shown (after standardisation relative to 1 for untreated cells). (D,E) U2OS cells were
transfected using the indicated siRNA and 48 hours following transfection, cells were subjected to comet assay. Representative cells are shown in (D).
The mean and SD of the proportion of comet-positive cells (tail moment .5) from three independent experiments are shown in (E) (calculated
relative to 100 for cells transfected with the p400-1 siRNA).
doi:10.1371/journal.pgen.1000983.g002
p400 and ROS Homeostasis
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here, is within the range of what has been found previously in
U2OS cells by others and us [11,12]. p400-mediated repression of
the p21 promoter was proposed to be direct and to rely on the
targeted incorporation of H2A.Z on the p21 promoter [7].
However, it may also be an indirect consequence of ATM-
dependent DDR pathways repression by p400 since the p21
promoter is a direct target of the DNA damage-activated p53
tumour suppressor. To assess the relative contribution of these two
mechanisms (direct repression through H2A.Z incorporation (as
demonstrated by [7]) and control of ATM-dependent DNA
damage pathways (as we observed here)), we intended to inhibit
these DNA damage pathways using a siRNA directed against
ATM. Transfection of the ATM siRNA efficiently inhibits ATM
expression and does not affect silencing of p400 by the p400
siRNA (Figure S1A). The ATM siRNA by itself does induce only a
slight decrease, if any, of p21 mRNA expression (Figure 4C).
However, it decreases the activation of p21 mRNA and protein
expression induced by p400 depletion (Figure 4C). Moreover, it
partially reversed the concomitant cell cycle arrest (Figure 4D).
Importantly, activation of p21 mRNA (Figure 4E) and cell cycle
arrest (Figure 4F) induced by Nutlin-3, an inhibitor of the p53/
Mdm2 interaction [20], is not affected by ATM knockdown,
indicating that ATM is not generally required for the p53-
dependent activation of p21 mRNA expression and cell cycle
arrest and then, that the effect of ATM is upstream of p53
activation. Thus, taken together, these data indicate that p400
represses p21 expression, at least in part, through the control of
DNA damage pathways. Note that the residual activation of p21
mRNA and G1 accumulation induced by p400 depletion in the
presence of ATM siRNA, is probably due to directs effects of p400
on the p21 promoter [7].
p400 controls cell fate through the modulation of DDR
pathways
Strikingly, other proposed roles of p400 in cell proliferation
(repressor of apoptosis in HCT116 cells [15] and repressor of
senescence in IMR90 cells [11]) could also be dependent on its
ability to modulate ATM-dependent DNA damage pathways.
First, we checked whether p400 also controls ATM-dependent
DDR pathways in these cells by transfecting them with a p400
siRNA, which decreased p400 mRNA or protein levels as
expected (Figure S7). We observed by immunofluorescence
staining that p400 knockdown induces ATM phosphorylation
both in IMR90 cells (Figure 5A) and HCT116 cells (Figure 5B).
Thus the ability of p400 to prevent activation of DDR pathways is
not restricted to U2OS cells.
Figure 3. p400 prevents ROS–induced DNA damage. (A) U2OS cells were transfected using the indicated siRNA and treated with NAC (10 mM).
48 h later, cells were collected and ROS levels were measured by flow cytometry. The mean from 2 independent experiments is shown (after
standardisation relative to 1 for cells transfected with the control siRNA and untreated). (B) U2OS cells were transfected using the indicated siRNA and
treated with NAC (10 mM) 24 h later. 48 h following transfection, cells were subjected to a comet assay. The mean and SD of the proportion of
comet-positive cells (tail moment.5) from three independent experiments are shown (calculated relative to 100 for cells transfected with the p400-1
siRNA and not treated). (C,D) Same as in (A) except that cells were fixed and subjected to DAPI staining and an immunofluorescence analysis using
anti-cH2AX antibodies. Representative fields are shown in (C) and quantification using ImageJ software is shown in (D) (mean and SD from 3
independent experiments are shown (after standardisation relative to 100 for cells transfected with the p400 siRNA and untreated)).
doi:10.1371/journal.pgen.1000983.g003
p400 and ROS Homeostasis
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Figure 4. p400 depletion leads to the induction of a DNA damage response. (A) U2OS cells were transfected using the indicated siRNA. 48 h
after transfection, cells were fixed and subjected to DAPI staining and an immunofluorescence analysis using anti-phosphoATM antibodies.
Representative fields are shown on the left and quantification using ImageJ software on the right (the mean and SD from 3 independent experiments
are shown (after standardisation relative to 1 for cells transfected with the control siRNA)). (B) Same as in (A), except that total cell extracts were
prepared and analysed by western blot using anti-ATM, anti-Phospho-ATM, anti-Phospho-p53 and anti-HDAC1/2 (as a loading control) antibodies.
Note that the asterisk indicates non-specific bands in the Phospho-p53 panel. (C) U2OS cells were transfected using the indicated siRNA alone or in
combination as indicated. The total amount of siRNA in the transfection was kept constant using the control siRNA. 48 h later, total cell extracts were
prepared and analysed by western blot using anti-p21 and anti-b-actin (as a loading control) antibodies (upper panel). Total RNA were also prepared,
reverse transcribed and cDNA were then analysed for p21 and GAPDH expression by Q-PCR. The amount of p21 cDNA was divided by the amount of
GAPDH cDNA and calculated relative to 1 for cells transfected using the control siRNA (lower panel). The mean and SD from 5 independent
experiments are shown. (D) Same as in (C), except that cells were harvested and analysed for cell cycle distribution by flow cytometry. The proportion
of G0/G1, S and G2/M cells in each condition were quantified relative to 1 for cells transfected by the control siRNA. The mean and SD from 3
independent experiments are shown. (E) U2OS were transfected using the indicated siRNA and treated with Nutlin-3. 48 h later, total RNA were
prepared, reverse transcribed. cDNAs were then analysed for p21 and GAPDH expression by Q-PCR. The amount of p21 cDNA was divided by the
amount of GAPDH cDNA and calculated relative to 1 for cells transfected using the control siRNA and treated with nutlin. The mean from two
independent experiments is shown. (F) Same as in (E), except that cells were harvested and analysed for cell cycle distribution by flow cytometry as
described in (D). The mean from two independent experiments is shown.
doi:10.1371/journal.pgen.1000983.g004
p400 and ROS Homeostasis
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We next investigated the involvement of ATM-dependent DDR
pathways activation in cell fate control by p400. To this aim, we co-
transfected cells with the siRNAs against p400 and ATM in HCT116
and IMR90 cells. In these two cell types, transfection of the ATM
siRNA efficiently inhibits ATM expression and does not affect
silencing of p400 by the p400 siRNA (Figure S7). As already
demonstrated [11], transfection of p400 siRNA leads to senescence of
IMR90 cells, as observed by the appearance of the so-called SAHF
(Senescence-Associated Heterochromatin Foci) (Figure 5C), the
induction of Senescence–Associated b-Galactosidase activity
(Figure 5D) and induction of p16 mRNA expression (Figure 5E).
Depletion of ATM does not have any effect by itself on senescence
induction. However, depletion of ATM completely reverses the
induction of senescence by the transfection of p400 siRNA (Figure 5C–
5E), indicating that ATM expression is required for p400 knockdown
to induce senescence. Similarly, we found that ATM expression is also
required for p400 knock-down-induced apoptosis in HCT116 cells
(Figure 5F). Thus taken together, these data indicate that cell fate
control by p400 is largely dependent on its ability to prevent activation
of ATM-dependent DNA damage pathways.
Figure 5. The ATM–dependent DDR is required for senescence and apoptosis induced by p400. (A,B) IMR 90 cells (A) or HCT 116 cells (B)
were transfected using the indicated siRNA. 48 h following transfection, cells were fixed and analysed by immunofluorescence using an anti-
phosphoATM antibody. PhosphoATM positive cells were quantified using ImageJ software and calculated relative to 1 for cells transfected with the
control siRNA. The mean and SD from three independent experiments are shown. (C) IMR 90 cells were transfected with the indicated siRNA alone or
in combination. The total amount of siRNA in the transfection was kept constant using the control siRNA. 7 days following transfection, cells were
collected and subjected to DAPI staining to analyse SAHF formation. (D) Same as in (C), except that Senescence associated b-galactosidase activity
was measured and calculated relative to 1 for cells transfected with the control siRNA alone. The mean and SD from three independent experiments
are shown. (E) Same as in (C) except that mRNA were extracted and reverse transcribed. cDNAs were then analysed by Q-PCR for p16 and GAPDH
mRNA expression. The amount of p16 cDNA was divided by the amount of GAPDH cDNA and calculated relative to 1 for cells transfected using the
control siRNA alone. The mean and SD from three independent experiments are shown. (F) HCT116 cells were transfected with the indicated siRNA
alone or in combination. The total amount of siRNA in the transfection was kept constant using the control siRNA. 48 h following transfection,
apoptosis induction was measured by flow cytometry and the percentage of apoptotic cells was calculated relative to 1 for cells transfected with the
control siRNA. The mean and SD from three independent experiments are shown.
doi:10.1371/journal.pgen.1000983.g005
p400 and ROS Homeostasis
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DNA double-strand breaks induction results in ROS
increase
We next addressed the mechanism by which p400 knockdown
leads to ROS production. Strikingly more and more evidence
suggests that persistent DNA damage (due for example to defective
DNA repair pathways) induces an oxidative stress [21–24]. Since
p400 depleted cells present an increase in DNA breaks (see
Figure 2D and 2E), we tested whether this increase in DNA
damage could participate in ROS production. To test whether
DNA breaks can induce ROS production in U2OS cells, we used
a cell line derived from U2OS cells in which we can induce the
nuclear localisation of the AsiS1 restriction enzyme by 4-hydroxy-
tamoxifen (OHTam) treatment. When localized in the nucleus,
this restriction enzyme generates a large number (about 200) of
pure double strand breaks (DSBs) [25] (in contrast to more widely
used methods, such as ionizing radiations, which directly produce
free radicals). OHTam treatment generated nuclear accumulation
of the restriction enzyme and efficiently induced DNA DSBs, as
indicated by the appearance of cH2AX foci (Figure 6A). DNA
breaks induction is very rapid since increased cH2AX staining can
be detected as early as 15 min following OHTam addition (data
not shown). Moreover, very high levels of cH2AX staining are still
observed 48 hours following OHTam addition demonstrating that
the DNA DSBs persist up to 48 hours of treatment (most likely
because restriction sites are permanently repaired and re-cleaved)
(Figure 6A). We then treated, or not, these cells with OHTam for 4
or 48 hours and we measured ROS levels. Whereas no change
could be detected 4 hours following OHTam, ROS levels were
strongly increased after 48 hours of OHTam treatment, reaching
a level similar to the one measured 48 hours after p400-targeting
siRNA transfection (Figure 6B). Importantly, no increase in ROS
production could be observed in parental U2OS cells treated with
OHTam (data not shown), indicating that ROS production is
indeed due to the generation of DSBs by the restriction enzyme.
These results indicate that in U2OS, whereas the presence of
DNA DSBs per se is not able to induce a detectable increase in
ROS levels (as indicated by the results obtained 4 hours following
OHTam treatment), their persistence for up to 48 hours is
sufficient to induce such an increase. Thus, the presence of
persistent DNA damage in cells depleted by p400 could participate
in the increase in oxidative stress.
p400 directly regulates genes important for the control
of oxidative stress
However, such a mechanism does not fully explain our results
since we found that DNA damage induction by p400 is partially
blocked by anti oxidant treatment (indicating that DNA breaks
induction is, at least partly, a consequence and not a cause of
oxidative stress increase). Moreover, we found that p400
expression is important to restore normal ROS levels upon
exogenous oxidative stress increase at time points (4 hours, see
Figure 2C) at which DNA damages do not increase ROS levels
(see Figure 6B). Thus, we investigate whether some of the effects of
p400 on ROS levels control could be transcriptional. Specific
inspection of the microarrays results indicates that p400 indeed
regulates many genes whose products are known to be involved in
the control of ROS levels, in such way that it could favour an
increase in ROS levels (such as Hsp70 [26–28], FANCA [29,30] or
Lamin B1 [31]). To investigate the importance of transcriptional
control in the effects of p400 on ROS levels, we focused on Hsp70
and FANCA. Indeed, knocking-down Hsp70 expression induces
oxidative stress in many cell type, and oxidative stress manage-
ment is defective in cells from the Fanconi anemia group A
[29,30]. Moreover, we observed, in our microarrays analyses, that
FANCA mRNA as well as two mRNAs coding for Hsp70 protein
(Hspa1a and Hspa1b) (collectively referred as ‘‘Hsp70’’ thereafter
since they encode identical proteins [32]) are decreased upon p400
knockdown (Figure S2). We first checked whether Hsp70 and
FANCA are bona fide target genes of p400. We transfected U2OS
cells with two independent p400 siRNAs and analysed Hsp70 and
FANCA mRNA expression by RT-QPCR. We confirmed that
Hsp70 and FANCA mRNA levels are decreased in cells
transfected by p400 siRNA, indicating that p400 positively
regulates their expression (Figure S3C). Moreover, we also found
that p400 knockdown decreases Hsp70 and FANCA protein
expression (Figure 7A). We next tested whether these two genes
can be direct transcriptional targets of p400: indeed, p400 is
known to favour transcription through binding to specific
promoters, such as some controlling genes involved in mainte-
nance of embryonic stem cells [17] or estrogen-responsive genes
[13]. Thus, to test whether p400 can directly regulate the
promoter of Hspa1a (a gene coding for Hsp70 protein) and of
FANCA, we performed Chromatin ImmunoPrecipitation (ChIP)
experiments with p400 antibodies using chromatin from U2OS
cells. As expected, we could detect p400 binding to the p21
promoter (a known direct target of p400 [11]) (Figure 7B). This
binding is specific, since an unrelated sequence derived from the
ribosomal phosphoprotein P0 promoter was only marginally
enriched in the p400 immunoprecipitates (IP). Strikingly, we
found that sequences derived from the Hspa1a gene promoter and
from the FANCA promoter are also enriched in the p400 IP (with
an efficiency comparable to the p21 promoter) (Figure 7B),
indicating that p400 physically binds to these two promoters.
Taken together, these results indicate that the Hspa1a and FANCA
promoters are directly regulated by p400.
Direct regulation of promoter activity by p400 often involves
incorporation of the H2A.Z variant. To test the involvement of
H2A.Z incorporation in p400-mediated regulation of these
promoters, we depleted H2A.Z expression using a specific siRNA
(see Figure S1C for RT-PCR and western blot showing the
efficiency of H2A.Z depletion). We found that this depletion leads
to a decrease in Hsp70 mRNA expression (Figure 7C) but not of
FANCA mRNA expression (Figure 7D), suggesting that p400
regulates these two promoters by independent mechanisms.
p400-regulation of Hsp70 and FANCA is important for
ROS control
We next tested whether transcriptional regulation can be
important for p400 to control intracellular ROS levels. To this
aim, we transfected together with the p400 siRNA, an expression
vector for Hsp70 and FANCA to prevent the decrease of their
mRNA. Such an experiment is feasible since transfection efficiency
for plasmids routinely reached from 50 to 80% in U2OS cells (data
not shown). In addition, RT-PCR measurement of mRNA levels
indicated that, in cells transfected by the expression vector, the
p400 siRNA efficiency was unchanged (data not shown). We next
measured ROS levels 48 hours following transfection. We found
that ectopic expression of Hsp70 or FANCA have, by themselves,
no effect on ROS levels in U2OS cells (Figure 8A). However, they
significantly inhibited the increase in ROS levels induced by p400
knockdown (Student t-test p,105 on three independent experi-
ments). This result indicates that, if the down regulation of Hsp70
or FANCA is prevented, p400 siRNA transfection induces ROS
production less efficiently. Thus, regulation of Hsp70 and FANCA
expression is required for p400 to control ROS production.
Finally, we transfected U2OS cells with siRNAs directed against
Hsp70 and FANCA to test whether we can recapitulate the effects
p400 and ROS Homeostasis
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Figure 6. Persistent DNA breaks are sufficient to induce oxidative stress. (A) U2OS HA-AsiSI-ER cells were treated with OHTam for 4 h or
48 hours, or not, as indicated. Cells were then fixed and subjected to DAPI staining and immunofluorescence using anti-HA (top panels) and anti-
cH2AX (bottom panel) antibodies. (B) Same as in (A) except that ROS levels were measured by flow cytometry. The mean and SD from 3 independent
experiments are shown (after standardisation relative to 1 for cells untreated with OHTam).
doi:10.1371/journal.pgen.1000983.g006
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Figure 7. Hsp70 and FANCA are direct target genes of p400. (A) U2OS cells were transfected using the indicated siRNA. 48 h following
transfection, total cell extracts were prepared and analysed by western blot using anti-FANCA, anti-Hsp70 and anti-GAPDH (as a loading control)
antibodies. (B) U2OS cells were subjected to a ChIP experiment using p400 antibodies or without antibody as indicated. The amounts of p21,
Phosphoprotein P0, Hspa1a and FANCA promoters in the immunoprecipitates and in the inputs were measured by Q-PCR. ChIP efficiency (% of input
DNA) was calculated relative to 1 for the amount of p21 promoter immunoprecipitated by the p400 antibody. The mean and SD from three
independent experiments are plotted. (C) U2OS cells were transfected using the indicated siRNA. 48 h following transfection, cells were harvested
and total RNA was prepared and reverse transcribed. cDNAs were then analysed for Hsp70 and GAPDH expression by Q-PCR. The amount of Hsp70
cDNA was divided by the amount of GAPDH cDNA and calculated relative to 1 for cells transfected using the control siRNA. The mean and SD from
three independent experiments are shown. (D) Same as in (C) except that cDNA were analysed for FANCA and GAPDH expression.
doi:10.1371/journal.pgen.1000983.g007
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Figure 8. Transcriptional regulation of Hsp70 is involved in ROS controls by p400. (A) U2OS cells were transfected using the indicated
siRNA and Hsp70 or FANCA expression vector (1.5 mg). Total amount of DNA in the transfection was kept constant using the corresponding empty
vector. 48 h later, cells were collected and ROS levels were measured by flow cytometry and calculated relative to 1 for cells transfected by the
control siRNA and empty vector. The mean and SD from three independent experiments are shown. The two stars (**) indicate a p value below 105
(Student t-test). B) U2OS cells were transfected using the indicated siRNA and 48 h following transfection, cells were collected and ROS levels were
measured by flow cytometry. The mean and SD from 3 independent experiments are shown (after standardisation relative to 1 for cells transfected
with the control siRNA). (C) Our model of cell proliferation control by p400: p400 prevents oxidative stress through transcriptional regulation of
specific promoters. Oxidative stress in turn induces persistent DNA damage. These persistent DNA damages favour an additional oxidative stress
increase (‘‘positive feedback loop’’) and induce the activation of the DNA damage response pathways, resulting in a potent inhibition of cell
proliferation (through senescence, cell cycle arrest or apoptosis induction depending on the cell type). The dash line represents a putative role of
p400 in DNA repair (demonstrated in other species), which may contribute to the persistence of DNA damage.
doi:10.1371/journal.pgen.1000983.g008
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of the p400 siRNA on ROS production. Both siRNAs inhibited
their targets as shown by reverse transcription followed by Q-PCR
or western blotting experiments (Figure S1D and S1E). We next
measured their effects on ROS production and we found that,
whereas inhibition of Hsp70 has no effect by itself, transfection of
FANCA siRNA induces ROS accumulation (Figure 8B). Thus,
this result indicates that FANCA is certainly a critical target by
which p400 controls oxidative stress. In agreement with this
hypothesis, H2A.Z inhibition, which does not affect FANCA
expression (Figure 7D), does not induce any increase in ROS levels
(Figure S8). Defects in Hsp70 expression, although probably not
causal in oxidative stress induction, likely participates in the
defective response to oxidative stress in p400-depleted cells, since
activation of Hsp70 mRNA expression upon acute oxidative stress
in MEFs is abrogated upon loss of one p400 allele (Figure S9).
Taken together, these results indicate that the p400-mediated
control of ROS levels and cell proliferation is brought about, at
least in part, through the transcriptional regulation of specific
promoters, including the FANCA and Hsp70 promoters.
Discussion
p400 controls anti-oxidant pathways
In this manuscript, we first demonstrate that p400 plays a major
role in the control of ROS metabolism since a decrease of p400
level is sufficient to induce a ROS imbalance in U2OS cells.
Consequently, p400 expression is required to maintain ROS levels
below a threshold at which DNA damage are induced and the
DNA damage response (DDR) activated, and is important for
ROS homeostasis upon a burst of oxidative stress. We further
provide important information on the mechanism by which p400
exerts its anti-oxidant functions: First, we demonstrate that part of
the mechanism is transcriptional: indeed, some genes known to be
involved in the control of ROS levels are positively regulated by
p400 such as the genes coding for FANCA, Hsp70 and Lamin B1.
Moreover, the regulation of some of these proteins (FANCA and
Hsp70) is required for p400 to control ROS levels. It is likely that
the initial increase in ROS production upon p400 knock-down is
related to transcriptional defects in the expression of genes
involved in ROS metabolism such as FANCA. Indeed, p400
depletion leads to a decrease of FANCA levels to an extend at
which FANCA knockdown induces ROS (Figure 8B). It is thus
likely that the transcriptional defects, in the absence of p400, lead
to a deficiency in ROS removal and thus, due to the continuous
ROS production in living cells, in an increase in ROS levels and
oxidative stress. This increase will then lead to the induction of
DNA damage, since we found that DNA damages induction is
largely reversed by anti-oxidant treatment (Figure 3B).
Interestingly, our results suggest that the continuous presence of
DSBs per se is sufficient to induce ROS levels. The mechanism by
which persistent DSBs induces an oxidative stress is not known but
may be related to an elevated cellular metabolism to achieve DNA
repair. In agreement with this hypothesis, the existence of a link
between defects in DNA damage repair pathways and increased
ROS production is now becoming more and more clear [21–24].
Whatever the mechanism, the presence of persistent DSBs in the
absence of p400 may contribute to the observed increase in ROS
levels. These DSBs can be continuously created or may persist
because unrepaired. Strikingly, some p400 homologues in other
species (SWR1 in yeast and domino in drosophila) are known to
participate in DNA DSB repair. Moreover, we identify here
FANCA, a protein important for DNA repair, as a direct target
gene of p400. Finally, the GO analysis of our microarrays data of
p400 target genes has identified DNA repair as a major singular
annotation (See Figure 1). Therefore, it is tempting to speculate
that when p400 levels are low, unrepaired DSBs accumulate and
the persistence of these DNA breaks leads to ROS increase.
Such a mechanism cannot fully explain by itself our results
since, as noted above, antioxidant treatment largely reversed DNA
breaks (which would not be the case if DNA breaks would be
responsible for increased ROS production) and since p400Mut/+
MEFs exhibit a defective ROS response compared to wild type
MEFs at time points at which DNA breaks do not induce ROS
accumulation. Taken together, our results indicate that the
transcriptional defects in p400-depleted cells decrease ROS
metabolism leading to an initial ROS increase. This initial ROS
increase leads to the appearance of persistent DNA breaks, which
in turn favour continuous ROS production, which are incorrectly
managed in the absence of p400, resulting in the apparition of a
positive feedback loop inducing oxidative stress and the down-
stream cellular response (see our model in Figure 8C).
p400-mediated cell fate decisions largely rely on ROS
induction
p400 has been shown to play a critical role in cell fate decision
since it strongly favours cell proliferation by preventing senescence
induction [11], cell cycle arrest [12] and apoptosis induction [15].
Our data here indicate that inhibition of these anti-proliferative
states by p400 largely relies on the same molecular mechanism,
which is the control of intracellular ROS levels: upon p400
depletion, ROS levels are increased leading to endogenous
oxidative stress. This stress is high enough to induce DNA damage
and activation of the ATM-dependent DNA Damage Response.
Depending on the cell type, activation of this DDR following p400
knockdown will lead to induction of senescence (normal cells such
as IMR90 cells), cell cycle arrest or apoptosis (tumoral cells).
Importantly, although cell fate control by p400 was originally
shown to be largely dependent on the p53 tumour suppressor
[11,12], it is now clear that the effects of p400 on senescence or
apoptosis can also be p53-independent [15,16]: these latter effects
could be mediated by p53-independent DDR pathways. Also, our
findings could explain why p400 and its associated protein Tip60
have been described as antagonists [12,15]. Indeed, Tip60 is
largely required for DNA damage Response [33], at least in part
through ATM acetylation [34,35]: inactivation of Tip60 would
abolish any effects due to DDR activation following p400
depletion, as we described for p21 activation and accumulation
of cells in G1 [12] or for apoptosis induction [15].
Of note, Gevry et al. proposed that p400 represses p21
promoter through the targeted incorporation of H2A.Z variant
and that this repression is lost upon DNA damage induction [7].
Although we were able to confirm that p400 binds to the p21
promoter (Figure 7B) and that H2A.Z is enriched on the p21
promoter (data not shown), we show here that p400 can repress
p21 transcription indirectly: indeed, in U2OS cells, p400
knockdown induces activation of the ATM-dependent DDR
pathway and phosphorylation of p53. Moreover, induction of
ROS to levels comparable to those observed upon p400 depletion
is sufficient to induce activation of p21 mRNA expression (Figure
S4B). To distinguish between direct (through regulated H2A.Z
incorporation) or indirect (through the control of the DDR
pathways) repression of p21 promoter by p400, we inhibited the
DDR pathway and we found that we can partially relieve the
effects of p400 knockdown. Thus, the integrity of the DDR
pathway is required for full p21 activation following p400
knockdown. In contrast, the DDR pathway is not required for
full p21 activation by p53 in the absence of DNA damage (by the
Mdm2 inhibitor Nutlin-3, see Figure 4E). Taken together, these
p400 and ROS Homeostasis
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data demonstrate that regulation of the p21 promoter by p400
involves, at least in part, control of the DDR pathways upstream of
p53 transcriptional activity. Interestingly, such a mechanism is
consistent with our previous finding that p400 depletion does not
further activate p21 expression upon full induction of DDR
pathways through genotoxic treatments [12]. Note however that,
because ATM inhibition does not totally relieve p21 activation by
p400 knockdown, we cannot rule out the possibility that H2A.Z
incorporation participates in the repression of p21 expression by
p400 in U2OS cells.
p400 and the stress response
Here we identify Hspa1a (a gene encoding Hsp70 protein) and
FANCA as direct target genes of p400. Hspa1a and FANCA can
thus be added to known target genes of p400 which include some
E2F and c-myc target genes [36,37], the p21 cell cycle inhibitor
[11,12], estradiol-receptor target genes [13] and genes required
for pluripotency maintenance in ES cells [17]. Hsp70 plays a
major role in adaptation to various types of stresses [32]. p400,
through the regulation of Hsp70 expression, may also be
generally involved in stress response. Indeed, cells deficient for
both Hsp70 proteins are more susceptible to UV, osmotic stress,
ischemia, and heat [32]. It would be of particular interest to
investigate whether p400 itself is a target of stress-induced
pathways. Strikingly, cancer cells are subjected to various types of
stress and increased Hsp70 levels is a common feature of cancer
cells [38]. This increase is believed to help cancer cells to cope
with the various stresses they encounter, including therapy-
induced stress. Therefore, Hsp70 is an increasingly popular
potential therapeutic target. The results we present here suggest
that deregulation of p400 function may also favour cancer
progression and resistance to anticancer treatments through the
control of stress-response pathways. In agreement with such a
hypothesis, we recently showed that the siRNA-mediated
decrease of p400 levels favours the response to 5-fluorouracil of
colon cancer cells [15]. Our data highlight the importance of
studying p400 expression in human cancer and confirms that
p400 could be a promising therapeutic target.
Materials and Methods
Antibodies, plasmids, siRNAs, and Q-PCR primers
The p400 antibody was purchased from Abcam (Paris, France),
the anti-HDACs (which recognizes HDAC1, 2 and 3) from
Transduction Laboratories (Lexington, KY), the anti-HA from
Covance (Madison, WI), the anti-cH2AX from Upstate Biotech-
nologies (Millipore, Inc. Billerica, MA), the anti-GAPDH antibody
from Chemicon International, Inc (Temecula, CA), the anti-ATM
and the anti-phospho-ser15 p53 from Calbiochem (EMD
Chemicals, Inc. Darmstadt, Germany), the anti-phospho ATM
from Cell Signalling technology, Inc (Boston, MA), the anti-
H2A.Z and anti-FANCA from Abcam Inc (Cambridge, MA), the
anti-Hsp70 from StressGen (Ann Harbor, MI) and the anti-HA
(Y-11) and anti-b-actin (C-2) from Santa Cruz Biotechnology Inc
(Santa Cruz, CA). All secondary antibodies were purchased from
Amersham (Piscataway, NJ).
Hsp70 expressing plasmids and the corresponding empty vector
were kind gifts from Dr Claire Vourc’h. FANCA expressing
plasmid was a kind gift of Dr Filippo Rosselli (IGR, Villejuif,
France).
All siRNAs were purchased from Eurogentec. The control
siRNA does not recognize any human mRNA. The sequences of










The efficiency of siRNAs silencing was checked in each
experiments by reverse transcription followed by real time PCR
as described [12].
The following primer pairs were used to amplify cDNAs
following reverse transcription experiments (from 59 to 39):
p400: CTGCTGCGAAGAAGCTCGTT and CAATTCT-
TTCCCTCTCCTGC
ATM: ACCACACAGGAGAATATGGA and CTCTGCAG-
TAATGTATTACACA
p21: GTCAGAACCGGCTGGGGATG and TGAGCGAGG-
CACAAGGGTAC
p16: CTGCCCAACGCACCGAATAG and ACCACCAG-
CGTGTCCAGGAA
Hsp70: ACCAAGCAGACGCAGATCTTC and TCGGCCA-
AGGTGTTGGCGTCC
H2AZ: CCTTTTCTCTGCCTTGCTTG and CGGTGAGG-
TACTCCAGGATG
FANCA: CCAGCGTGATGTTATATCGG and CAAGGAA-
TCCCTCGTCCTAC
GAPDH: GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA and GAAGA-
TGGTGATGGGATTTC
The following primer pairs were used to amplify promoters
following ChIP experiments (from 59 to 39):
P21: GTGGCTCTGATTGGCTTTCTG and CTGAAAA-
CAGGCAGCCCAAGG
Hspa1a: CCGACCCTTCCTGTCAATTA and TTCCTTG-
GACCAATCAGAGG
FANCA: GTCGTGGCCATGTTGGTC and CTTCAGGAC-
CAACCCCAGT
P0: GGCGACCTGGAAGTCCAACT and CCATCAGCAC-
CACAGCCTTC
Cell culture and transfections
Culture products were purchased from Invitrogen (Carlsbad,
CA). The colorectal carcinoma cell line HCT116, the human
normal lung fibroblasts IMR90 and the osteosarcoma cell line
U2OS were purchased from the ATCC collection. HCT116 and
U2OS cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) and IMR90 in Modified Eagle’s medium (MEM)
supplemented with antibiotics, 10% FCS and non-essential amino
acids (for IMR90). The construction of U2OS-HA-AsiSI-ER cells
is described in [25].
MEF cells were prepared from p400Mut/+ mice [19] using
E11.5 embryos. Dissected tissues were subjected to trypsinization
and dissociation using syringe before plating cells in Petri dishes
containing DMEM medium supplemented with 10% FCS,
Penicillin/Streptomycin cocktail and 10 mM b-mercaptoethanol.
MEF cells were then genotyped using RedExtract-N-Amp Tissue
PCR kit (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) and used in
experiment or maintained in culture for a maximum of five
passages.
H2O2, N-Acetyl-Cysteine (NAC) and Nutlin-3 were purchased
from Sigma and were added on cells at 10 mM, 10 mM and
20 mM, respectively. When needed, U2OS-HA-AsiSI-ER cells
were treated with 300 nM 4-OHTam for 4 h or 24 h. For
transfection, cells were electroporated with siRNAs or plasmids
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using an electroporation device (Amaxa AG, Ko¨ln, Germany),
according to manufacturer’s specifications.
Extract preparation and western blot analysis
Nuclear extracts or total cell lysates were prepared as
previously described [15]. 10 to 50 mg of proteins per lane were
separated by NuPAGE Novex 3-8% Tris-acetate gel (Invitrogen).
Proteins in the gel were transferred on a PVDF membrane.
Primary antibodies as well as peroxidase-conjugated secondary
antibodies were used according to standard western blot
procedure and peroxidase was detected by using the Lumi-
LightPLUS Western Blotting Substrate (Roche Diagnostics,
Meylan, France).
RNA extraction and reverse transcription
Total RNA was extracted using an RNeasy mini kit (QIAGEN).
2 mg of each purified RNA preparation was reverse-transcribed
and cDNAs were analysed by Q-PCR using specific primers (see
above).
DNA microarray analysis
Analysis on Affymetrix DNA microarrays (GeneChip Human
Gene 1.0 ST Array) was carried out using U2OS cells previously
transfected with siRNA targeting p400 (p400-1, p400-2; previously
described in [12]), or with control siRNA (C1, C2). p400-silencing
efficiency was checked by real time PCR and western blotting
(Figure S1A and S1B). 48 h after siRNA transfection, 100 ng of
total RNA for each condition was subjected to cleanup, reverse
transcription, amplification and labelling according to the
manufacturer’s instructions (GeneChip Whole Transcript Sense
Target Labelling Assay; Affymetrix).
Following quantification, raw data normalization and statistical
analysis was done using GeneSpring GX 10.0 analysis software
(Agilent technologies Inc, Santa Clara, CA). Briefly, after
normalization using the RMA algorithm, a T-test statistical
analysis was carried out to select genes whose expression levels
significantly change in knockdown p400 condition compared to
controls (p-value ,0.05). The Fold Change (FC) for each gene was
calculated for each siRNA p400 relative to each siRNA control.
Qualified genes are those found regulated with stringent criteria,
i.e. when their expression was modified more than 1.25 fold, in the
same way, in at least three out of four comparisons (p400-1 vs C1,
p400-2 vs C1, p400-1 vs C2 and p400-2 vs C2). Validation was
done by RT-QPCR using FANCA, Hsp70, TP53INP1 and p21
primers (Figure S3).




Q-PCR analysis was performed on a CFX96 Real-time system
device (Biorad) using the platinium SYBR Green qPCR SuperMix
(Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions, and
specific primers (see above). All experiments included a standard
curve and all samples were analyzed in triplicates.
Senescence Associated b-Gal assay (SA b-Gal assay)
Cells were submitted to the SA- b-Gal assay according to the
manufacturer’s instructions (96-well Cellular Senescence Assay
Kit, Cell Biolabs). Fluorescence was read with a fluorescence plate
reader (Fluoroskan Ascent, Thermolabsystems, Courtaboeuf,
France) at 365 nm (Excitation)/502 nm (Emission).
Cell cycle and apoptosis analysis using flow cytometry
For apoptosis analysis, cells were harvested and treated using an
AnnexinV-FITC/7-AAD kit (Beckman Coulter, Marseille,
France) according to the manufacturer’s instructions. Cells were
then analyzed by flow cytometry using FACScalibur apparatus
(Becton Dickinson).
For cell cycle analysis, cells were harvested, fixed with ethanol
and treated 30 min with Propidium iodide. Cells were then
analyzed by flow cytometry using FACScalibur and cell cycle
distribution was calculated using the ModFit LT V3.0 software
(Verity Software House, Inc. Topsham, ME).
DAPI staining, immunofluorescence, and quantification
Immunofluorescence of cells on coverslips, observations and
acquisition of native images were performed as previously
described [41]. Quantification of fluorescence levels was done on
approximately 100 cells/slide using home-developed macros in
ImageJ software (NIH, Bethesda, MA) to normalize background,
thresholds and signals.
Comet assay
The presence of DNA damages was assayed by alkaline comet
assay. U2OS cells were transfected with siRNA. After 48 h, cells
were harvested, mixed with low-melting-point agarose and layered
onto agarose-coated glass slides. Slides were maintained in the
dark at 4uC until electrophoresis. Slides were submerged in lysis
buffer for 1 h and incubated for 30 min in alkaline electrophoresis
buffer. After electrophoresis, slides were neutralized and stained
with ethidium bromide. Average Comet Tail Moment was scored
for 100 cells/slide by using the CometScore-v 1.5 software.
Measurement of intracellular ROS levels
Generation of ROS was studied by flow cytometry using
carboxy difluorodihydroFDA probe (Invitrogen). Cells seeded in 6-
well plates were washed with PBS and incubated with FDA probe
(5 mg/ml) in HBSS solution for 15 min at 37uC. Plates were then
placed on ice and trypsinized. Cells were resuspended in PBS and
immediately analysed by flow cytometry using FACScalibur
apparatus. The mean fluorescence intensity of 25,000 cells was
analyzed in each sample and corrected for autofluorescence from
unlabeled cells.
Chromatin Immunoprecipitation experiments
Experiments were performed as previously described in [12].
Briefly, a crosslink was done using formaldehyde 1% followed by
lysis of the cells, sonication of the DNA and immunoprecipitation
of protein/DNA complexes with specific antibodies or without
antibody as negative control. Crosslink was then reversed by
adding NaCl and DNA was purified with the GFX PCR kit
(Amersham) and analyzed by Q-PCR using specific primers (see
above).
Supporting Information
Figure S1 Typical experiments of siRNA-mediated silencing of
p400 and/or ATM (A), p400 (B), H2A.Z (C), Hsp70 (D), and
FANCA (E) in U2OS cells. U2OS cells were transfected as
described throughout the manuscript. 48 hours later, total cell
extracts or total RNA were prepared and analysed by western blot
using specific antibodies or by QPCR after reverse transcription,
respectively. The amounts of specific cDNA were divided by the
amount of GAPDH cDNA and calculated relative to 1 for cells
transfected by the control siRNA. A typical result is shown for
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each experiment and error bars stand for the variation between
the three Q-PCR replicates.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000983.s001 (2.19 MB PPT)
Figure S2 Complete list of modified genes upon p400 knock-
down, sorted by the mean of fold change.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000983.s002 (0.17 MB
XLS)
Figure S3 Validation, by RT-QPCR, of DNA microarray data
obtained after siRNA-mediated silencing of p400 in U2OS cells.
U2OS cells were transfected as described throughout the
manuscript. 48 hours later, total RNA were prepared and
analysed by QPCR after reverse transcription. The amounts of
specific cDNA were divided by the amount of GAPDH cDNA and
calculated relative to 1 for cells transfected by the control siRNA.
p400 knockdown efficiency (A) and results for two increased (B)
and two decreased (C) genes are shown. Error bars stand for the
variation between the three independent replicates.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000983.s003 (0.13 MB PPT)
Figure S4 Induction of ROS and p21 mRNA in U2OS by
H2O2 treatment. (A) U2OS cells were treated for 15 minutes
using 10 mM H2O2 in PBS. After washing with PBS, cells were
incubated with the FDA probe for 15 minutes, harvested and
analyzed by flow cytometry. Error bars stand for the variation
between the three independent replicates. (B) U2OS cells were
treated for 15 minutes using 5 mM H2O2 in PBS. After washing
with PBS, cells were incubated in serum-complemented DMEM
medium for 6 h at 37uC, harvested and total mRNA were
extracted. After reverse-transcription, QPCR using p21 primers
was performed. Error bars stand for the variation between the
three independent replicates.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000983.s004 (0.07 MB PPT)
Figure S5 Representative experiment of Comet tails analysis.
U2OS cells were transfected with siRNA. After 48 h, the presence
of DNA damages was assayed by alkaline comet assay. Tail
Moment was scored for 100 cells/slide. Cells with tail moments
greater than 5 were considered as DNA damage positive cells.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000983.s005 (0.07 MB PPT)
Figure S6 Effects of the p400-2 siRNA on DNA damage U2OS
cells were transfected by the indicated siRNA as described
throughout the manuscript. NAC was added, or not, 24 hours
later. 48 hours following transfection, cells were harvested and
subjected to a comet assay. The proportions of comet-positive cells
were calculated relative to 100 for cells transfected with the p400-2
siRNA in the absence of NAC.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000983.s006 (0.04 MB PPT)
Figure S7 Characterization of silencing efficiency of p400 and
ATM siRNAs in IMR90 and HCT116 cells IMR90 and HCT116
cells were transfected as described in the manuscript. siRNA-
mediated silencing was checked by western blotting and reverse
transcription followed by Q-PCR as described in Figure S1. A
typical result is shown and error bars stand for the variation
between the three Q-PCR replicates. Note that we were unable to
detect full length p400 in IMR90 cells because of a co-migrating
non-specific band.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000983.s007 (2.37 MB PPT)
Figure S8 Induction of ROS following H2A.Z knock-down.
U2OS cells were transfected using two siRNAs directed against
H2A.Z and ROS levels were measured 48 h later by flow
cytometry. Resultswere calculated relative to 1 for cells transfected
with control siRNA. The mean and SD from 3 independent
experiments are shown.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000983.s008 (0.07 MB PPT)
Figure S9 Hsp70 mRNA expression in MEFs following H2O2
treatment. MEFs derived from heterozygous embryos in which
one p400 allele was targeted (p400Mut/+)[19] or from control
wild type embryos (p400+/+) were treated or not, as indicated,
with 10 mM of H2O2 for 15 min. H2O2 was washed out and cells
were collected after the indicated time. Total RNA were prepared
and analysed by QPCR after reverse transcription. The amounts
of Hsp70 cDNA were divided by the amount of GAPDH cDNA
and calculated relative to 1 for untreated cells. The mean and SD
from 3 independent experiments are shown.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000983.s009 (0.07 MB PPT)
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3) Résumé des travaux, Conclusion 
Grâce à une étude à grande échelle dans des cellules d’ostéosarcomes U2OS traitées avec un 
siRNA dirigé contre p400, nous avons pu mettre en évidence une signature d’expression génique 
caractéristique d’une réponse au stress oxydatif dans les cellules déplétées en p400. 
Nous avons montré que p400 est requise pour maintenir les niveaux intracellulaires de ROS 
en dessous d’un certain seuil pouvant être délétère pour l’intégrité du génome. En effet, 
l’utilisation de siRNA dirigés contre p400 induit une augmentation du niveau intracellulaire de 
ROS. De plus, p400 est également importante dans la gestion  d’un stress oxydatif exogène : 
après induction de ROS par un traitement à l’H2O2 dans des MEFs hétérozygotes pour p400, un 
défaut dans la prise en charge de ce type de stress est observé, se traduisant par un délai 
significatif dans le recouvrement d’un métabolisme basal.  
Nous avons pu mettre en évidence que la production de ROS induite par la perte de p400 
conduit à la formation de cassures au niveau de l’ADN et à l’activation de la voie des dommages 
à l’ADN (DDR) et que ces phénotypes sont réversés par le traitement des cellules avec un agent 
anti-oxydant, le NAC (N-Acétyl Cystéine). 
Cette étude montre également que p400 régule le devenir cellulaire par les voies de réponse 
aux dommages à l’ADN dépendantes d’ATM. p400 peut donc permettre la prolifération cellulaire 
en inhibant selon le contexte cellulaire la mise en place d’un arrêt du cycle cellulaire, de la 
sénescence ou de l’apoptose en régulant la DDR. En effet, l’ensemble des phénotypes observés 
en réponse à la réduction de p400 par siRNA est reversé par l’utilisation coordonnée d’un siRNA 
dirigé contre ATM, protéine transductrice majeure de la DDR. 
Enfin, nous avons pu mettre en évidence que p400 régule directement l’expression de gènes 
essentiels dans le contrôle du stress oxydatif comme Hsp70 ou FANCA par son recrutement sur 
leur promoteur. Cette régulation est impliquée dans la régulation des niveaux de ROS. En 
revanche les mécanismes de régulation d’Hsp70 et de FANCA  par p400 semblent être différents, 
le premier impliquant l’incorporation du variant H2A.Z alors que le dernier semble être 
indépendant. Ce dernier point fait l’objet d’études complémentaires au laboratoire.   
L’ensemble de ces résultats nous ont permis d’établir un modèle selon lequel p400 joue un 
rôle central dans la régulation de l’homéostasie des ROS permettant de réguler les voies de 
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réponses aux dommages à l’ADN et ainsi la prolifération cellulaire. Ces données soulignent donc 
l’importance d’étudier l’expression de p400 et son rôle dans les cancers et confirment que p400 
représente une nouvelle cible thérapeutique prometteuse. 




I- Le couple p400/Tip60 : Acteur essentiel de la tumorigénèse 
1) Antagonisme fonctionnel entre Tip60 et p400 
 
a- Mise en évidence 
L’étude réalisée dans les lignées cellulaires de cancer du colon a pu confirmer l’antagonisme 
fonctionnel entre p400 et Tip60 décrit dans des travaux précédents, p400 agissant comme 
inhibiteur de certaines voies dépendantes de Tip60 (Tyteca et al., 2006b), (Gevry et al., 2007).  
Nous avons pu mettre en évidence que la déplétion de p400 par siRNA induit les mêmes 
conséquences phénotypiques que la surexpression de Tip60 dans des lignées cellulaires de 
carcinomes colorectaux. En effet, ces deux stratégies induisent une augmentation de l’apoptose 
de base ainsi qu’en réponse au 5-Fluorouracyl, agent thérapeutique utilisé dans les traitements 
des cancers colorectaux (1ère partie, 2-Résultats). De plus, des expériences de co-transfections de 
siRNA dirigés contre Tip60 et p400 nous ont appris que les effets du siRNA dirigé contre p400 
(induction de l’apoptose de base, et sensibilisation au 5-FU) peuvent être  annulés par un siRNA 
dirigé contre Tip60. Des résultats identiques ont pu être observés dans des cellules 
d’ostéosarcomes U2OS au niveau de l’arrêt du cycle cellulaire (Tyteca et al., 2006b). Enfin, dans 
un modèle in vivo, nous avons également pu observé que les effets de l’hétérozygotie pour Tip60, 
qui favorise l’apparition de lésions pré-néoplasiques (ACF) au niveau des colons induit par 
l’AOM, sont reversés par l’hétérozygotie pour p400 (1ère partie, 3- Résultats). L’ensemble de ces 
résultats démontre que certaines fonctions de Tip60 sont modulées par la présence de p400.  
 
b- Antagonisme au profit de la tumorigénèse 
De manière intéressante, une telle relation fonctionnelle entre p400 et Tip60 pourrait 
expliquer ce que nous observons dans les biopsies tumorales de patients atteints de cancers 
colorectaux. En effet, un lien étroit entre l’expression de l’ARNm de p400 et celui de Tip60 a pu 
être mis en évidence puisque toutes les tumeurs possèdent un ratio constant entre les deux 
molécules et augmenté de 2 fois par rapport au tissu sain adjacent (1ère partie, 2-Résultats). Au 
sein de la tumeur, les cellules présentent donc un ratio modifié défavorisant les fonctions de 
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Tip60. Cette inhibition d’un facteur 2 a lieu soit en sous-exprimant uniquement Tip60, soit en 
augmentant p400. La diminution seule de p400 dans ces biopsies n’étant, elle, jamais observée ; 
ce dernier point suggère que la réduction unilatérale de p400 est un événement incompatible avec 
la prolifération cellulaire. En effet, la perte de p400 pourrait libérer les fonctions dépendantes de 
Tip60 comme, par exemple, l’apoptose observée in vitro. Néanmoins, une diminution 
concomitante de Tip60 empêcherait l’activation de ces voies et permettrait aux cellules 
présentant une diminution de p400 de proliférer. Il est à noter que, dans nos modèles murins, 
nous n’observons pas de réduction de l’ARNm de p400 sans altération concomitante de celui de 
Tip60 (cas des souris hétérozygotes pour p400). Ceci confirme l’effet délétère de la réduction 
unilatérale de p400. 
Les résultats obtenus in vivo chez la souris sont en accord avec ces observations. Les souris 
hétérozygotes pour Tip60 ont une sensibilité accrue à l’AOM (1ère partie, 3-Résultats) pouvant 
s’expliquer par la perte de l’activation des voies anti-prolifératives dépendantes de Tip60, comme 
l’apoptose, par exemple. Ainsi, l’hétérozygotie empêcherait l’élimination des cellules 
dangereuses ayant accumulé des mutations. En revanche, la perte en parallèle de l’inhibiteur de 
Tip60, contexte que l’on retrouve dans les souris double hétérozygotes, permet de restaurer les 
fonctions de Tip60. Ces souris présentent donc moins de lésions pré-néoplasiques. En revanche, 
selon notre hypothèse, les souris hétérozygotes pour p400 auraient pu présenter, à l’inverse, une 
sensibilité plus faible à l’AOM, les fonctions de Tip60 n’étant plus inhibées par p400. Or ces 
souris présentent le même nombre d’ACF que les souris sauvages. Ce type d’effet n’a pas pu être 
observé, probablement à cause du faible nombre d’ACF observé dans les souris sauvages. 
Néanmoins, on peut également penser que L’AOM agissant comme un agent mutagène, les 
cellules anormales de ces ACF ont pu accumuler d’autres mutations permettant d’outrepasser les 
voies anti-prolifératives activées par Tip60. Notons néanmoins que nous n’avons pas encore 
étudié quelle fonction de Tip60 est perdue lors de la formation d’ACF induit par l’AOM. Cette 
question constitue une des perspectives de nos travaux qu’il sera intéressant d’étudier. 
 
c- Quel modèle moléculaire pour cet antagonisme ? 
Nous avons pu confirmer l’antagonisme entre p400 et Tip60 ce qui nous permet d’envisager 
un mécanisme de type régulateur/effecteur par lequel p400 inhibe les fonctions de Tip60. En 
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revanche, nous n’avons pas encore élucidé le mécanisme moléculaire de cette fonction de p400. 
Néanmoins, plusieurs modèles peuvent être proposés 
 
• Indépendances fonctionnelles entre Tip60 et p400 ? 
Gévry et al. proposent que les rôles de p400 et de Tip60 sur l’expression de p21 soient 
indépendants. D’après leurs expériences d’immunoprécipitation de chromatine sur le promoteur 
du gène p21, Tip60 et p400 sont recrutés à des moments différents. Dans des conditions normales 
de prolifération, p400 est présente sur le promoteur de p21, ce qui corrèle avec l’inhibition de la 
transcription. En réponse aux dommages à l’ADN, p400 est déplacée du promoteur, permettant le 
recrutement de Tip60 et l’activation du gène p21 (Gevry et al., 2007). Ainsi, les auteurs 
proposent que l’effet inhibiteur de p400 sur Tip60 s’explique par ce phénomène de recrutements 
mutuellement exclusifs sur le promoteur de p21. 
 Cependant, on peut opposer de nombreux arguments à l’hypothèse de rôles indépendants de 
Tip60 et p400. Tout d’abord, Tip60 et p400 appartiennent au même complexe protéique, le 
complexe Tip60. D’autre part, les effets opposés des siRNA dirigés contre Tip60 et p400 sur 
l’expression de p21 se retrouvent également sur d’autres gènes cibles de p53 comme fas et hdm2 
(mdm2 chez l’homme) (Tyteca et al., 2006b). Cela pourrait signifier que le mécanisme est le 
même pour tous les gènes cibles de p53, autrement dit que l’antagonisme entre Tip60 et p400 
dépendrait de p53. Cependant, nos travaux montrent que l’antagonisme Tip60/p400 est retrouvé 
en amont de p53 dans la signalisation, p400 contrôlant par exemple la voie des dommages à 
l’ADN au niveau de la phosphorylation d’ATM et d’H2A.X en réponse à un stress oncogénique 
(1ère partie, 2-Résultats). Nous montrons également que l’antagonisme existe dans une lignée 
cellulaire exprimant une protéine p53 mutée : la lignée HT29. L’antagonisme Tip60/p400 existe 
donc aussi indépendamment de p53. Enfin, les expériences de puces à ADN réalisées au sein du 
laboratoire ont montré également que de très nombreux gènes sont régulés à la fois par Tip60 et 
par p400 (données non publiées). Ces résultats sont encore préliminaires mais ils renforcent 
l’idée que la co-régulation génique par Tip60 et p400, souvent de manière antagoniste, est un 
mécanisme global qui ne s’applique pas seulement au cas particulier du gène p21. 
L’hypothèse d’une régulation transcriptionnelle de Tip60 par p400 pourrait également 
expliquer les effets antagonistes. Si p400 régule négativement l’expression de Tip60, l’utilisation 
de siRNA dirigés contre p400 induirait l’activation de l’expression de Tip60 et donc des 
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fonctions qui lui sont attribuées. Or, dans notre étude, nous n’avons pas pu mettre en évidence 
une telle régulation. En effet, dans les deux lignées cellulaires utilisées (HCT116 et HT29) les 
siRNA dirigés contre p400 ne modifient pas les niveaux d’expression de Tip60 tant au niveau de 
son ARNm qu’au niveau protéique (RT-qPCR et Western blot, 1ère partie 2-Résultats). 
En conclusion, l’ensemble de ces résultats nous pousse à envisager d’autres modèles 
moléculaires pour expliquer l’antagonisme entre Tip60 et p400. 
 
• Antagonisme au sein du complexe Tip60 ? 
Etant donné que p400 interagit physiquement avec Tip60 et que les deux protéines 
appartiennent au même complexe, p400 pourrait inhiber directement l’activité Histone 
acétyltransférase de Tip60.  
En accord avec cette hypothèse, il a récemment été démontré, par des expériences in vitro, 
que p400 est capable d’inhiber l’activité histone acétyltransférase de Tip60 par l’intermédiaire de 
son domaine SANT (Park et al.). On peut donc imaginer qu’au sein du complexe Tip60, p400 
inhibe les fonctions de Tip60 par une interaction directe.  
La protéine p400 est présente en même temps que Tip60 sur les promoteurs cibles de E2F et 
c-myc lorsque Tip60 agit sur les histones (Frank et al., 2003), (Taubert et al., 2004). De plus, 
l’antagonisme entre p400 et Tip60 est perdu en réponse aux dommages à l’ADN (Tyteca et al., 
2006b). Dans l’hypothèse d’un antagonisme direct, un événement moléculaire devrait donc avoir 
lieu pour lever l’inhibition de p400 sur Tip60 et permettre une action concertée de ces deux 
protéines. On peut imaginer qu’une modification post-traductionnelle de l’une ou de l’autre 
protéine permette de lever l’effet inhibiteur de p400 sur Tip60. Dans ce cas, en ce qui concerne 
les fonctions co-régulatrices pour les facteurs de transcriptions de la prolifération (E2F et c-myc), 
la modification résulterait d’une perte de l’inhibition de Tip60 au sein d’un complexe qui resterait 
intact. En ce qui concerne la réponse aux dommages à l’ADN, on peut imaginer également que la 
modification entraine une dissociation du complexe et donc la perte de l’interaction entre p400 et 
Tip60. Il serait donc intéressant de tester cette hypothèse en étudiant les modifications post-
traductionnelles de ces deux protéines en réponse aux dommages à l’ADN et de leurs effets sur 
l’interaction entre Tip60 et p400. 
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2) Le couple p400/Tip60 contrôle la voie des dommages à l’ADN induite 
par un oncogène (OIDDR) 
 
a- Mise en évidence 
La première partie des résultats présentés ici a permis de mettre en évidence que les voies de 
réponses aux dommages à l’ADN induits par un stress oncogénique sont inactivées dans des 
cellules présentant une dérégulation du ratio p400/Tip60 en défaveur de Tip60. Ainsi, les cellules 
HCT116, qui possèdent notamment une mutation activatrice dans le proto-oncogène ras 
(mutation dans le codon 13) et qui sont également déficientes pour le suppresseur de tumeur 
hMLH1, devraient présenter un phénotype anti-prolifératif conformément au modèle de 
l’activation de l’OIDDR illustré dans la 1ère partie du manuscrit (1ère partie, 1-b : Tip60 comme 
suppresseur de tumeur). Or, nous avons pu observé que ces cellules ont un taux de prolifération 
très élevé et que l’OIDDR n’est pas activée à l’état basal (1ère partie 1-Résultats). Nous avons 
également observé que ces cellules présentent, de la même manière que les tumeurs analysées, 
une dérégulation du ratio p400/Tip60 agissant en défaveur des fonctions de ce dernier. De 
manière très intéressante, lorsque p400 est déplétée par siRNA dans cette lignée, les cellules 
présentent une activation de l’OIDDR reflétée par la phosphorylation d’H2A.X et d’ATM (1ère 
partie, 2-Résultats). Cette activation est dépendante de Tip60 car elle est reversée par l’utilisation 
conjointe d’un siRNA contre Tip60. On peut alors imaginer que la conséquence du siRNA p400 
est de supprimer l’inhibition de p400 exercée sur Tip60 et ainsi libérer ces fonctions anti-
prolifératives via l’activation de l’OIDDR et de l’apoptose.  
 
b- Modèle de Tumorigénèse 
 
• Altération du ratio p400/Tip60 en défaveur de l’OIDDR 
L’étude à grande échelle dans des biopsies tumorales et l’étude in vivo chez la souris nous ont 
permis de mettre en évidence que le ratio p400/Tip60 est un paramètre important dans les 
mécanismes de tumorigénèse précoce. En effet, en ce qui concerne les tumeurs, nous n’avons pas 
pu établir de corrélation entre la dérégulation du ratio p400/Tip60 et le grade ou le stade tumoral. 
p400 
Figure 24: Modèle de tumorigénèse contrôlée par le ratio p400/Tip60 
A. Les cellules en conditions normales de prolifération présentent un équilibre entre p400 et Tip60 
permettant une inhibition régulée de Tip60 par p400 et de proliférer. En réponse à un stress oncogénique, 
cette inhibition est levée et Tip60 active l’OIDDR par l’acétylation d’ATM conduisant à l’élimination de la 
cellule dangereuse par apoptose. B. Dans les cellules tumorales, la dérégulation du ratio entre p400 et Tip60 
conduit à l’inhibition constante des fonctions de Tip60. Le stress oncogénique ne peut pas être signalé à la 
cellule par l’OIDDR ce qui induit une résistance à l’apoptose et une prolifération aberrante favorisant la 
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De plus nous avons observé que la formation d’ACF (lésions développées précocement au cours 
du processus de tumorigénèse du colon) est dépendante de la présence de Tip60 en réponse à un 
agent carcinogène spécifique du colon (1ère partie, 3-Résultats). Ces observations suggèrent que la 
perturbation de l’équilibre p400/Tip60 est un événement précoce de la tumorigénèse colorectale. 
Nous avons également vu que le rétablissement de la quantité de Tip60, soit par sa 
surexpression, soit par l’inhibition de son inhibiteur physiologique p400, conduit à l’apoptose des 
cellules HCT116 et à l’activation des voies de réponse aux dommages à l’ADN (1ère partie, 2-
Résultats) dépendantes d’ATM (2ème partie, 2-Résultats). De manière intéressante, Tip60 acétyle 
directement la protéine ATM conduisant à son activation (Sun et al., 2005). De ce fait, on peut 
imaginer un modèle de tumorigénèse dans lequel la dérégulation du ratio p400/Tip60 permet à 
p400 d’inhiber l’OIDDR par l’inactivation direct ou indirecte de l’acétylation d’ATM par Tip60 
(Figure 24). Ce mécanisme confère aux cellules une résistance à l’apoptose, une des 
caractéristiques majeures des cellules tumorales. Ce mécanisme a également des répercutions 
importantes sur la résistance aux traitements puisque nous avons observé que les cellules 
HCT116 présentent une sensibilité accrue au 5-fluorouracyl dépendante de Tip60 lorsque p400 
est inhibée (1ère partie, 2-Résultats). 
En ce qui concerne la formation d’ACF induit par l’AOM, l’haplo-insuffisance Tip60 pourrait 
conférer un avantage sélectif aux cellules via la non activation de l’OIDDR du fait d’un défaut 
d’acétylation d’ATM par Tip60. La signalisation pour mettre en place le processus apoptotique 
étant inhibée, l’activation d’oncogène peut avoir lieu sans conduire à l’élimination des cellules 
dangereuses (1ère partie, 3-Résultats). Cette hypothèse expliquerait pourquoi les souris 
hétérozygotes pour Tip60 présentent plus de lésions que les autres génotypes. D’un autre côté, 
l’hétérozygotie p400 entraîne la restauration du ratio p400/Tip60 en diminuant d’un facteur 2 
l’inhibiteur de Tip60. Les fonctions de Tip60 seraient libérées et l’OIDDR activée. Ceci est en 
accord avec le fait que les souris double hétérozygotes présentent le même nombre de lésions que 
les souris sauvages, l’apoptose permettant l’élimination d’une partie des cellules dangereuses. 
 Dans la seconde partie de mes travaux, j’ai pu démontrer que p400 régule les voies de 
réponses aux dommages à l’ADN par la régulation de l’homéostasie des ROS. Or, il est 
maintenant connu que l’activation d’oncoprotéine conduit à un stress réplicatif qui peut conduire 
à l’accumulation de ROS, eux même responsable de dommages à l’ADN (Kopnin et al., 2007). 
On peut donc également supposer que p400 empêche l’activation de l’OIDDR par son rôle de 
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régulateur de gènes essentiels à la gestion du stress oxydatif. Ainsi dans les cellules HCT116 la 
présence de p400 permettrait de réguler les ROS produit par le stress oncogénique. L’utilisation 
du siRNA dirigé contre p400 conduirait à la perte de l’activation des gènes contrôlant le stress 
oxydatif comme hsp70 et FANCA (2ième partie, 2-Résultats) et ainsi, à la production de dommages 
induits par les ROS et à l’activation de la DDR. Dans ce cas précis, il s’agirait d’une régulation 
de l’OIDDR par un processus indirect dû à la gestion du stress oxydatif par p400. L’étude du 
stress oxydatif dans la lignée HCT116-ER-E2F (utilisée dans l’étude de la 1ière partie 2-Résultats) 
nous permettrait de répondre à cette question. De plus, étant donné que les effets du siRNA p400 
sur l’activation de l’OIDDR sont dépendants de Tip60, il serait donc possible que Tip60 joue 
également un rôle dans la régulation du stress oxydatif. Il serait extrêmement intéressant de 
répondre à cette question en étudiant, après un stress oxydatif induit par le siRNA p400, si une 
réversion par l’utilisation conjointe de siRNA dirigés contre Tip60 peut être observée. 
 
• Contrôle de l’OIDDR indépendante de p53 
Une des cibles majeures effectrices de l’OIDDR est le suppresseur de tumeur p53 (Bartkova 
et al., 2005), (Gorgoulis et al., 2005). Or, de nombreuses études ont montré que Tip60 pouvait 
intervenir dans l’apoptose indépendante de p53 (Ikura et al., 2000), (Col et al., 2005). De même, 
nous avons pu observer que le ratio p400/Tip60 contrôle l’OIDDR dans un contexte p53 négatif. 
En effet, bien que la lignée cellulaire HT29 possède une mutation inactivatrice sur p53, la 
réduction de p400 par siRNA conduit aux mêmes effets pro-apoptotiques que ceux observés dans 
la lignée HCT116 p53 positive (1ère partie, 2-Résultats). 
Ces résultats suggèrent que le ratio p400/Tip60 peut contrôler l’apoptose par l’activation 
d’une OIDDR ne passant pas par p53.  
Cette hypothèse est en accord avec les observations faîtes par Gorrini et al. sur les cellules 
tumorales de souris Tip60 + /- (Gorrini et al., 2007). En effet, ces souris présentent une sensibilité 
accrue à l’apparition de lymphomes induits par l’oncogène myc mais les cellules B portant ce 
génotype ne présentent pas d’altération au niveau de la transcription dépendante de p53. De plus 
la voie apoptotique Arf-mdm2-p53 est intact dans les lymphomes Tip60 + /-. Ainsi, Tip60 doit 
empêcher la prolifération tumorale par un autre mécanisme, indépendant de p53, bien qu’il soit 
important pour les fonctions de ce dernier. 
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• Autres mécanismes « suppresseur de tumeur » pour Tip60 
- Les Phosphatases Cdc25 :  
Les phosphatases cdc25 sont des acteurs clés des points de contrôle du cycle cellulaire qui 
sont activés en réponse aux dommages à l’ADN (pour revue : (Donzelli and Draetta, 2003)). En 
réponse à un stress génotoxique, ces phosphatases sont phosphorylées et ainsi inactivées. Ce 
mécanisme à pour conséquence d’empêcher l’activation des complexes Cdk/cycline et ainsi la 
progression dans le cycle cellulaire. Cdc25A et Cdc25C sont, par exemple, des cibles directes des 
kinases transductrices Chk1 et Chk2 de la DDR. On peut donc imaginer un modèle où 
l’activation de l’OIDDR par Tip60 conduit à l’inhibition de ces phosphatases via les kinases 
Chks et ainsi à la mise en place des processus anti-prolifératifs. 
  
- La voie Wnt/β-caténine :  
Nous avons démontré que le ratio p400/Tip60 est impliqué dans la formation de lésions pré-
néoplasiques colorectales. Or, l’activation aberrante de la voie Wnt/β-caténine est fortement 
impliquée dans la tumorigénèse, notamment colorectale (Fuchs et al., 2005). De plus, il a été 
démontré que Tip60 et la protéine β-caténine jouent des rôles antagonistes sur le gène du 
suppresseur de métastases KAI1, par exclusion mutuelle sur son promoteur (Kim et al., 2005). 
Tip60 est également impliquée dans la stabilisation de Nmi, protéine réprimant la voie Wnt/β-
caténine et la croissance tumorale (Fillmore et al., 2009). L’haplo-insuffisance pour Tip60 
pourrait mener d’une façon ou d’une autre à l’activation des fonctions de la β-caténine sur la 
prolifération cellulaire, notamment par son rôle de co-activateur transcriptionnel de gènes comme 
c-myc. En revanche, bien que ce mécanisme permettrait d’expliquer l’hypersensibilité à l’AOM 
des souris hétérozygotes pour Tip60, il ne permet pas d’expliquer le défaut d’activation de 
l’OIDDR que nous observons dans les cellules HCT116. Cette hypothèse reste donc discutable 
mais intéressante à tester. Pour cela, la caractérisation des mécanismes moléculaires mis en jeu 
dans la formation d’ACF apporterait une réponse, sachant qu’une dérégulation de la voie Wnt/β-
caténine n’exclu pas un défaut d’activation de l’OIDDR.  
 
• Seuil critique de Tip60 dans la tumorigénèse 
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Notre première étude suggère qu’un déséquilibre du ratio p400/Tip60 diminue les fonctions 
de Tip60 et favorise la progression dans la tumorigénèse colorectale par l’inhibition de 
l’activation de l’OIDDR (Figure 24). On retrouve ainsi Tip60 généralement sous-exprimée dans 
de nombreux cancers. De même, la sous-expression de la protéine endogène Tip60 est retrouvée 
dans les lignées tumorales d’origine colorectale, celle-ci restant néanmoins fonctionnelle. Nous 
proposons donc un modèle selon lequel il existerait deux seuils critiques de la quantité de Tip60 : 
un premier seuil indispensable à la survie et un second seuil qui permettrait la réponse aux 
dommages à l’ADN (1ère partie, 2-Résultats). 
Dans une situation « normale », les taux de Tip60 dans la cellule seraient suffisants pour 
permettre ses fonctions à la fois dans la survie cellulaire et dans la réponse aux dommages à 
l’ADN, autrement dit, le seuil optimale de la quantité de Tip60 serait atteint. 
En condition de sous-expression de Tip60, pathologique ou artificielle (siRNA), seul le 
premier seuil nécessaire à la survie serait atteint, tandis que la réponse aux dommages serait 
compromise. Cette situation de sous-expression de Tip60 est probablement la plus favorable à la 
tumorigénèse car elle induit une forte instabilité génétique en présence de dommages à l’ADN et 
une résistance aux mécanismes anti-prolifératifs. Néanmoins, l’étude de Gorrini et al., met en 
évidence que l’allèle sauvage codant pour Tip60 est dupliqué au sein des lymphomes induit par 
l’oncogène c-myc dans les souris hétérozygotes pour Tip60 (Gorrini et al., 2007). Nous pouvons 
alors imaginer qu’une diminution de Tip60 serait favorable à l’initiation de la tumorigénèse mais 
que le retour à un niveau normal d’expression de Tip60 pourrait être un avantage pour la 
promotion du cancer. 
En dessous de ce seuil critique, la quantité de Tip60 n’est plus suffisante pour permettre la 
survie, ce qui explique la létalité précoce des embryons de souris homozygotes pour la perte de 
Tip60 (Hu et al., 2009). 
Cette notion de double seuil est donc fondamentale pour comprendre le rôle clé de Tip60 dans 
la physiopathologie cellulaire. 
    
 
3) Le couple p400/Tip60 comme nouvelle cible thérapeutique 
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Nous avons également pu mettre en évidence des données importantes en ce qui concerne la 
réponse aux agents thérapeutiques. En effet, nous avons démontré que la diminution des 
fonctions de Tip60, par le déséquilibre du ratio p400/Tip60, agissait au détriment de l’efficacité 
pro-apoptotiques du 5-Fluorouracyl. De plus, Tip60 reste fonctionnelle bien qu’elle soit sous-
exprimée dans les cellules tumorales, ce qui indique que si nous sommes capable de restaurer 
l’activité de Tip60 au-dessus du seuil compatible avec l’activation de la DDR dans les tumeurs, 
nous pourrions rétablir le processus apoptotique et ainsi améliorer l’efficacité des drogues 
conventionnelles.  
Les données que nous avons obtenues avec les siRNA p400 sont en accord avec cette 
hypothèse. En effet, l’inhibition de l’inhibiteur physiologique de Tip60 entraîne une amélioration 
de la réponse apoptotique induite par le 5-FU. Ainsi l’identification de composés capables de 
réprimer p400 pourrait constituer de nouvelles molécules thérapeutiques intéressantes 
(notamment en combinaison avec les traitements actuels) pour rétablir la balance p400/Tip60 et 
les voies de réponse au stress. Dans ce but, nous sommes actuellement en collaboration avec les 
laboratoires Fabres afin de de développer des inhibiteurs de p400. Une récente étude confirme 
l’intérêt d’une telle stratégie. En effet, les travaux de Helgason ont montré que l’oncoprotéine 
E1A de l’adénovirus, par sa liaison à p400, sensibilise les cellules à l’apoptose induite par 
chimiothérapie via l’induction et la dérégulation du facteur de transcription E2F1 (Helgason et 
al.). De manière intéressante, un mutant E1A ne pouvant pas lier p400 ne peut plus induire E2F1 
et rend réfractaire les cellules à l’apoptose induite par l’adriamycine (inhibiteur de la topo-
isomérase II utilisé en chimiothérapie pour de nombreux types de cancers). Cette résistance est 
reversée par l’utilisation concomitante d’un siRNA dirigé contre p400.  
 
De manière générale, étant donné que Tip60 est sous-exprimé dans de nombreux types de 
cancers et qu’elle peut jouer le rôle de suppresseur de tumeur haplo-insuffisant, il serait 
intéressant d’étudier les rôles du ratio p400/Tip60 sur la prolifération cellulaire et la réponse aux 
traitements thérapeutiques dans d’autres types de cancers. De même, l’étude de la régulation de 
l’expression de p400 et Tip60 en réponse aux traitements apporterait de nouvelles données sur les 
modes d’actions et les effets moléculaires des agents thérapeutiques.   
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II- p400, acteur central dans le contrôle du devenir cellulaire 
1) p400 contrôle l’homéostasie des ROS 
 
a- Mise en évidence 
L’implication de p400 dans la réponse aux dommages à l’ADN reste encore peu documentée 
dans la littérature. 
Dans la 2ème partie de ma thèse, je me suis intéressée aux mécanismes moléculaires pouvant 
faire intervenir cette ATPase dans l’activation de la DDR. Un crible à grande échelle a mis en 
évidence une signature génique caractéristique de la réponse à un stress oxydatif lorsque des 
cellules U2OS sont déplétées en p400 par siRNA. De plus, nous avons pu mettre en évidence que 
la réduction de p400 par siRNA se traduit par une augmentation du niveau de ROS 
intracellulaire. Nous avons également observé que des fibroblastes embryonnaires dérivés de 
souris hétérozygotes pour p400 présentent un défaut de gestion du stress oxydatif induit par un 
agent exogène (2ème partie, 2-Résultats). En effet, dans ces cellules, l’induction des ROS par 
l’agent oxydant est équivalente aux cellules sauvages mais le retour vers un niveau normal est 
beaucoup plus lent dans les cellules déficientes en p400 (avec une demi vie des ROS augmentée 
d’environ 2 fois). Ces résultats montrent que p400 est importante pour réguler l’homéostasie des 
ROS dans la cellule et pour faire face à un stress oxydatif extérieur. 
Afin d’étudier le mécanisme par lequel p400 peut intervenir dans la régulation des ROS, nous 
avons identifié des gènes essentiels à la gestion du stress oxydatif qui sont régulés par p400. 
L’expression de la protéine chaperone Hsp70 et de la protéine FANCA est notamment diminuée 
en présence du siRNA p400 et nous avons pu mettre en évidence que p400 est présent sur les 
promoteurs des gènes codants pour ces protéines. Or, celles-ci sont essentielles à la gestion du 
stress oxydatif ((Kukreja et al., 1994), (Renis et al., 2003), (Pagano and Youssoufian, 2003)) et 
leur diminution par le siRNAp400 pourrait expliquer l’augmentation des ROS observée. 
De manière intéressante nous avons également démontré que l’expression d’Hsp70 implique 
le variant d’histone H2A.Z alors que celle de FANCA semble en être indépendante (2ème partie,
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2-Résultats). Des expériences de ChIP H2A.Z dans des cellules U2OS traités par siRNA p400 sur 
le promoteur d’hsp70 et de FANCA permettraient de confirmer cette hypothèse. 
 
b- Modèle de régulation 
 
• Régulation transcriptionnelle des gènes essentiels à la gestion des ROS 
L’ensemble de ces données montre que p400 est présente dans la cellule pour réguler 
l’homéostasie des espèces réactives d’oxygène. Nous pouvons ainsi établir un modèle selon 
lequel p400 régule postitivement des gènes impliqués dans la gestion des ROS tels qu’hsp70 ou 
FANCA et permet ainsi de maintenir un niveau de ROS qui n’est pas délétère pour la cellule (2ème 
partie, 2-Résultats, Figure 25.a). Cette régulation transcriptionnelle impliquerait l’activité 
d’incorporation du variant H2A.Z par p400 sur les promoteurs de certains gènes mais également 
un autre mécanisme que nous n’avons pas encore identifié pour d’autres gènes tels que FANCA. 
Sachant que p400 est recrutée avec Tip60 et d’autres membres du complexe Tip60 pour 
l’activation de gènes cibles d’E2F ou de myc notamment via l’acétylation de l’histone H4, il 
serait intéressant d’étudier l’implication des autres composant du complexe, notamment l’histone 
acétyltransférase Tip60, dans la régulation des gènes de la réponse au stress oxydatif. 
Par ailleurs nous avons vu que la diminution de p400 entraîne l’apparition de cassures dans 
l’ADN. Or il est connu que les espèces réactives d’oxygènes peuvent être responsable de la 
formation de telles lésions. On peut donc étendre notre modèle jusqu’à la formation des 
dommages à l’ADN. L’absence d’activation des gènes responsables de la gestion du stress 
oxydatif entrainerait une accumulation des ROS produits, par exemple, par le métabolisme de la 
cellule. Les ROS accumulés ne vont plus être gérés et vont affecter l’ADN en créant des cassures 
qui vont entretenir la boucle d’amplification du phénomène (Figure 25.b).   
 
• Implication de p400 dans la réparation  
De nombreuses publications suggèrent que la persistance de dommages sur l’ADN peut 
conduire à un stress oxydatif, par exemple, dans des modèles de déficiences en protéines 
impliquées dans la réparation (Zatterale et al., 2007), (Lloret et al., 2008).  
Des études sur les homologues de p400 dans la levure (Swr1) et la drosophile (domino) ont 
montré que, dans ces organismes, p400 intervient dans la réparation des cassures double brin 
Figure 25: Modèle de Régulation de l’homéostasie des ROS par p400 
A. En condition normale de prolifération, p400 permet l’expression de gènes essentiels à la gestion du stress 
oxydatif. Elle régule ainsi ce type de stress et empêche l’accumulation de ROS ainsi que la formation de 
dommages à l’ADN par ces derniers. En parallèle, par un mécanisme encore inconnu, p400 intervient dans la 
réparation des cassures de l’ADN et empêche la production de ROS dû à la persistance de ces dommages. B. 
Lorsque nous utilisons des siRNA dirigés contre p400, la perte de l’expression des gènes essentiels au stress 
oxydatif régulés par p400 entraîne l’accumulation de ROS qui vont entraîner des dommages à l’ADN. Ces 
dommages vont persister du fait d’un défaut de réparation dû à l’absence de p400 et donc produire à leur tour 
des ROS alimentant ainsi la boucle du stress oxydatif 
p400 
Activation de gènes essentiels à la gestion des ROS 
+ + + hsp70,FANCA 
A.  B. 
Stress oxydatif 
(ROS) 






p400 - - - hsp70,FANCA 
p400 
Réparation des cassures: implication direct ou 
indirecte de p400 ? 
Défaut de réparation: cassures persistantes ? 
Perte de l’expression des gènes spécifiques 
Condition normale Inhibition de p400 (siRNA)  
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(Kobor et al., 2004), (Mizuguchi et al., 2004), (Kusch et al., 2004). On peut donc imaginer que la 
réduction de p400 induit par le siRNA entraine un défaut de réparation des dommages à l’ADN  
et la persistance de ces dommages qui conduirait à l’augmentation des ROS observée. De 
manière intéressante, p400 contrôle l’expression du gène FANCA dont la protéine est impliquée 
dans les voies de réparation de l’ADN (pour revue : (Thompson and Hinz, 2009)). p400 pourrait 
donc agir directement à la cassure ou indirectement par la régulation d’expression de gènes 
essentiels à la réparation.  
En revanche, nous avons pu observer que les dommages à l’ADN induits par le siRNA p400 
sont reversés par un agent antioxydant. De plus, l’induction de cassures par une endonucléase de 
restriction recombinante n’induit pas de ROS dans le même temps ou l’on retrouve une 
accumulation de ces molécules dans des MEFs p400+/- (2ème partie, 2-Résultats). Ces résultats 
suggèrent que les dommages observés lors de la diminution de p400 sont dépendants de la 
production de ROS. Ce modèle est donc discutable et nous permet d’émettre l’hypothèse d’une 
boucle rétrocontrôle positif : le défaut transcriptionnel sur les gènes du métabolisme oxydatif 
induit par la perte de p400 serait l’événement déclenchant conduisant à une accumulation des 
ROS produit par la cellule. Ces derniers peuvent cibler l’ADN en oxydant les bases et induire des 
dommages. Ces dommages, mal réparés, directement ou indirectement par l’absence de p400, 
persistent et participent à la production de nouveaux ROS qui ne seront pas pris en charge à leur 
tour (Figure 25.b). 
 
2) p400 dans le contrôle du devenir cellulaire 
 
a- Mise en évidence 
L’étude précédente a mis en évidence que p400 contrôle l’apoptose des cellules de 
carcinomes colorectaux par la régulation de la voie de réponse aux dommages à l’ADN (1ère 
partie, 2-Résultats). D’autres études ont également montré son importance dans l’inhibition de la 
sénescence ou de l’arrêt du cycle cellulaire, selon le contexte cellulaire (Chan et al., 2005), 
(Tyteca et al., 2006b). Nous avons pu montrer que l’inhibition par p400 de l’ensemble de ces 
phénotypes anti-prolifératifs passe, au moins en partie, par la régulation de la DDR dépendant 
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d’ATM. En effet, la réduction de p400 dans 3 modèles cellulaires différents conduit à un 
phénotype anti-prolifératif particulier qui est inhibé lorsque l’activation de la DDR dépendante 
d’ATM est empêchée par l’utilisation d’un siRNA dirigé contre la protéine ATM (2ème partie, 2-
Résultats). Ces données suggèrent donc que le rôle anti-prolifératif de p400 repose, du moins en 
partie, sur la régulation de la DDR. Nous avons également pu mettre en évidence que l’activation 
de cette voie repose principalement sur la production de ROS induite par le siRNA p400 
puisqu’elle est de nouveau inhibée en présence d’un agent anti-oxydant, le N-Acétyl cystéine 
(NAC) dans les cellules d’ostéosarcomes U2OS.  
 
b- Modèle moléculaire 
 
L’ensemble de ces résultats suggère que p400 contrôle les voies anti-prolifératives par un 
mécanisme commun de contrôle du niveau intracellulaire des ROS (Figure 26). Notons 
néanmoins que la mesure des ROS et l’utilisation du NAC, en parallèle avec le siRNA p400 dans 
les autres modèles cellulaires (HCT116 et IMR90), permettraient de vérifier si l’activation de la 
DDR est bien dû au stress oxydatif induit par la déplétion de p400 et ainsi de confirmer notre 
hypothèse.  
 
• Contrôle des voies dépendantes de p53 par p400 
 Il a été montré par plusieurs études que les effets anti-prolifératifs de p400 dépendent 
largement du suppresseur de tumeurs p53 (Chan et al., 2005), (Tyteca et al., 2006b). Dans le 
cadre de notre étude, nous avons vu que l’induction de la DDR par la déplétion de p400 conduit à 
l’activation de p53 comme en témoigne sa phosphorylation sur la sérine 15 dans les cellules 
U2OS (2ème partie, 2-Résultats). De plus, p400 est impliquée dans l’activation des gènes cibles de 
p53 comme p21 et fas (Tyteca et al., 2006b).  
Dans le cas du gène p21, Gevry et al. proposent que p400 réprime le promoteur du gène via 
l’incorporation du variant d’histone H2A.Z. Néanmoins, dans notre étude nous avons pu 
démontrer que p400 peut induire l’expression de ce gène indirectement en réponse à des 
dommages à l’ADN (2ème partie, 2-Résultats). En effet, la déplétion de p400 conduit à l’activation 
de la DDR dépendante d’ATM et à l’induction de l’expression du gène p21. Mais, de manière 
intéressante, l’expression du gène est réversée par l’utilisation concomitante d’un siRNA dirigé 
Figure 26: Modèle de Régulation du devenir cellulaire par p400 
p400 régule le stress oxydatif comme décrit précédemment dans la figure 25A. Par le contrôle du niveau de 
ROS, p400 régule la voie de réponse aux dommages à l’ADN (DDR) qui sera inhibée tant que le niveau de 
ROS ne dépasse pas un certain seuil critique pour l’intégrité de l’ADN. L’inhibition de la DDR permet 
d’inhiber la mise en place des mécanismes antiprolifératifs comme l’arrêt du cycle, la sénescence ou 
l’apoptose. En parallèle, en condition normale de prolifération, p400 régule négativement les gènes cibles 
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contre ATM, inhibant ainsi l’activation de la DDR. Ces résultats permettent de confirmer notre 
hypothèse selon laquelle p400 peut activer les gènes cibles de p53 en contrôlant les évènements 
de signalisation en amont de celui-ci. Néanmoins, la réversion des effets sur p21 par le siRNA 
ATM n’étant pas totale, nous ne pouvons pas exclure un rôle de p400 dans l’incorporation 
d’H2A.Z sur le promoteur. Ainsi, p400 interviendrait au moins à deux niveaux, dans les voies 
dépendantes de p53, à savoir dans l’activation des éléments « signalétiques » en amont de 
l’activité transcriptionnelle de p53 et dans l’activation directe de ces gènes cibles (Figure 26). 
Notons qu’en ce qui concerne les gènes pro-apoptotiques tels que fas, le mécanisme 
moléculaire d’activation n’a pas été décrit à ce jour. Il serait donc intéressant d’approfondir 
l’étude sur la régulation des gènes par p400 puisque, d’après nos données sur hsp70 et FANCA, 
elle semble agir par différents mécanismes.  
 
• Contrôles par p400 des voies indépendantes de p53  
Notre étude réalisée sur la lignée colorectale HT29 montre néanmoins que p400 peut induire 
l’apoptose indépendamment du suppresseur de tumeur p53 (1ère partie, 2-Résultats). L’étude de 
Young et al., démontre également que p400 est impliquée dans la sénescence indépendante de 
p53 (Young et al., 2008). Ces effets peuvent être expliqués par le contrôle d’autres voies de 
réponse aux dommages à l’ADN n’impliquant pas p53.  
 
- Les phosphatases cdc25 
Comme nous l’avons vu précédemment, les phosphatases cdc25 pourraient constituer une 
alternative au suppresseur de tumeur p53. Il a été démontré par exemple, que la phosphatase 
cdc25c est dégradée en réponse à un stress oxydatif induit par l’H2O2 pouvant ainsi conduire à un 
arrêt du cycle cellulaire (Savitsky and Finkel, 2002). On peut imaginer que, dans un contexte p53 
négatif, l’augmentation du niveau de ROS, induit par le siRNA dirigé contre p400, conduit à la 
dégradation de cdc25c et donc à la mise en place des mécanismes anti-prolifératifs. 
 
- La MAPK p38 
Il devient de plus en plus clair que la voie des dommages à l’ADN se présente comme un 
ensemble de voies imbriquées les unes dans les autres en formant un réseau complexe.  
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La voie MAPK (Mitogen-activated protein kinase) p38 est, par exemple, considérée comme 
une voie générale de réponse au stress qui est activée en réponse à de nombreux stimuli 
extrinsèques et intrinsèques comme par exemple les espèces réactives d’oxygène (Coulthard et 
al., 2009), (Pan et al.). Il a ainsi été montré qu’un stress oxydatif, induit par des sels de nikel, 
peut induire l’activation de la MAPK p38 et conduire à l’apoptose de cellules épithéliales 
bronchiques humaines (Pan et al.). La dérégulation du niveau intracellulaire des ROS engendrée 
par la perte de p400 pourrait, dans ce cas également, activer la voie MAPK p38 et conduire aux 
phénotypes anti-prolifératifs observés après la transfection du siRNA p400. 
 
p400 serait donc un acteur central dans le contrôle du devenir cellulaire par son rôle dans la 
régulation de l’homéostasie des ROS et ainsi des différentes voies de réponses au stress oxydatif.  
 
• Quel rôle pour Tip60 et l’antagonisme du couple p400/Tip60 ? 
 Notre étude sur le couple p400/Tip60 ainsi que celle de Gorrini et al., ont démontré que 
Tip60 est importante pour le contrôle de la voie des dommages à l’ADN induits par un stress 
oncogénique (1ère partie, 2-Résultats), (Gorrini et al., 2007). Cette régulation pourrait notamment 
passer par l’acétylation activatrice d’ATM par Tip60 (Sun et al., 2005), (Sun et al., 2007) (Figure 
24). On peut donc imaginer que le contrôle des voies anti-prolifératives par p400 passe en partie 
par son effet inhibiteur sur les fonctions de Tip60 notamment le contrôle de la DDR dépendantes 
et indépendantes de p53. Cette hypothèse est en accord avec les résultats que nous avons obtenus 
dans les lignées cellulaires de carcinomes colorectaux puisque l’utilisation simultanée d’un 
siRNA dirigé contre Tip60 abolit les effets pro-apoptotiques du siRNA contre p400 (1ère partie, 2-
Résultats). De la même manière, dans les cellules U2OS, l’arrêt du cycle cellulaire et l’induction 
du gène p21, par la réduction de p400, sont réversés par la diminution de Tip60 (Tyteca et al., 
2006b). Ainsi la perte de Tip60 pourrait antagoniser l’ensemble des effets dû à l’activation de la 
DDR suite à la déplétion de p400. Ces données expliqueraient de ce fait pourquoi p400 et Tip60 
ont été décrit comme antagonistes. 
Nous avons également démontré que les effets pro-prolifératifs de p400 passent par la 
régulation de l’homéostasie des ROS, en régulant l’expression de gènes cruciaux pour la gestion 
du stress oxydatif. Or, les travaux de Gevry et al. proposent que p400 et Tip60 interviennent au 
niveau de la régulation de l’expression de certains gènes soit par des rôles opposés en ce qui 
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concerne p21, soit en collaboration en ce qui concerne les gènes cibles des récepteurs aux 
oestrogènes  (Gevry et al., 2007), (Gevry et al., 2009). On peut donc proposer que Tip60 
intervienne également dans la régulation des gènes du contrôle du stress oxydatif. Afin de 
répondre à cette hypothèse, il serait intéressant d’étudier les effets de la réduction de Tip60 sur le 
niveau intracellulaire de ROS et sur l’expression des gènes tels que hsp70 ou FANCA. De 
manière intéressante, une analyse à grande échelle sur puce à ADN dans les cellules U2OS 
réalisée au sein du laboratoire montre que la réduction de Tip60 par siRNA dans ces cellules 
conduit à la réduction de l’expression de l’ARNm hsp70 (données non publiés). Dans ce cas, il 
semblerait donc qu’hsp70 soit une cible du complexe Tip60 dans son ensemble. De plus, une 
récente étude montre que l’acétylation de l’histone H2A par Tip60 est nécessaire pour son 
échange avec le variant H2A.Z et donc pour l’incorporation de ce variant dans les promoteurs 
(Choi et al., 2009). Un rôle collaboratif de p400 et Tip60 peut donc être envisagé dans la 
régulation de certains gènes essentiels dans la gestion des ROS à travers l’incorporation du 
variant H2A.Z. Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure un rôle antagoniste de ces deux 
protéines dans la régulation d’autres gènes comme Gevry et al., l’ont proposé pour p21. 
 
 
3) p400 dans la réponse au stress 
• p400, cible essentielle du stress ? 
Nous avons identifié le gène hspa1a codant pour la protéine chaperonne hsp70 comme 
nouvelle cible transcriptionnelle direct de p400 (2ème partie, 2-Résultats). La protéine hsp70 est 
une chaperonne inductible essentielle dans l’adaptation des cellules à de nombreux types de stress 
(Daugaard et al., 2007). Dès lors, p400 pourrait être impliquée, de manière générale, dans la 
réponse au stress cellulaire du fait de son rôle dans la régulation de l’expression d’hsp70. En 
effet, l’expression ectopique d’hsp70 dans des cellules en culture ou dans des modèles de souris 
transgéniques confère une protection contre certains stress externes tels qu’un choc thermique, 
l’ischémie ou encore un stress oxydatif (Li et al., 1991), (Marber et al., 1995), (Radford et al., 
1996), (Chong et al., 1998). En accord avec un rôle d’hsp70 dans la protection contre différents 
types de stress extérieurs, les souris déficientes pour hsp70 présentent une sensibilité accrue aux 
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UV et aux radiations ionisantes (Kwon et al., 2002), (Hunt et al., 2004), au stress osmotique ou 
encore à l’ischémie, (Shim et al., 2002), (Lee et al., 2001). On peut donc imaginer que, par son 
rôle dans la régulation de l’expression d’hsp70, p400 pourrait être impliquée dans la protection 
contre ces stress. Il serait donc intéressant de déterminer si p400 est, de manière générale, une 
cible essentielle du stress en étudiant sa régulation tant au niveau transcriptionnel qu’au niveau 
post-traductionnel en réponse à différents stimuli extérieurs.  
 
•  p400 et le stress oncogénique 
Nous avons vu précédemment que p400 présente des propriétés anti-oxydantes et pro-
prolifératives, notamment à travers la régulation de l’expression de gènes essentiels à ces 
différents processus (p21, hsp70, FANCA). La dérégulation de l’expression de p400 dans les 
tumeurs pourrait donc apporter un avantage sélectif aux cellules tumorales.  
Tout d’abord, nous avons vu que p400 est impliquée dans le contrôle de l’OIDDR (1ère partie, 
2-Résultats) 
De plus, les cellules cancéreuses présentent un métabolisme plus élevé que les cellules 
normales du fait de leurs important taux de prolifération. Ceci peut avoir pour conséquence 
l’augmentation de la production de ROS et donc du stress oxydatif. Or, p400 est importante pour 
gérer ce type de stress puisqu’en réponse à l’H2O2, les MEFs hétérozygotes pour p400 mettent 
plus de temps que les MEFs sauvages à réduire leur niveau de ROS jusqu’au niveau de base des 
cellules non traitées (2ème partie, 2-Résultats). Les cellules tumorales pourraient donc tirer profit 
de cette activité de p400 pour maintenir un niveau de ROS en dessous d’un certain seuil afin de 
ne pas activer les voies de réponses au stress et donc induire des phénotypes anti-prolifératifs 
délétères pour la tumeur.  
De manière intéressante, hsp70 est retrouvée dérégulé dans de nombreux types de cancers 
(Sherman and Multhoff, 2007). Elle est surexprimée dans les cancers du poumon, du sein ou 
encore du rein, et cette augmentation permettrait aux cellules tumorales de faire face à de 
nombreux types de stress, comme le stress oxydatif induit par une forte activité métabolique, ou 
encore le stress induit par les thérapies anti-cancer. De se fait, par son rôle dans la régulation de 
cette chaperonne, p400 pourrait intervenir également dans la progression tumorale et la résistance 
aux traitements thérapeutiques. De manière intéressante, une étude montre qu’hsp70 est 
surexprimée dans les cancers du pancréas et que la déplétion de cette protéine par siRNA induit 
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l’apoptose des cellules tumorales dérivées des tumeurs (Aghdassi et al., 2007). De façon 
similaire, la déplétion d’hsp70 dans différentes lignées tumorales établies du cancer du colon, du 
sein et de l’utérus (respectivement la lignée HCT116, MCF-7 et HeLa) conduit à la sénescence de 
ces cellules (Yaglom et al., 2007). Les travaux de Gabai et al., confortent également cette 
hypothèse (Gabai et al., 2009). Ils montrent, en effet, que la surexpression seule d’un oncogène 
dans des cellules épithéliales mammaires non transformées, ne conduit pas à l’activation de 
l’OIDDR. En revanche la réduction d’hsp70 par shRNA en parallèle avec le stress oncogénique 
induit la sénescence par l’activation des voies dépendantes et indépendantes de p53 (Gabai et al., 
2009). Ces résultats rappellent fortement ceux que nous avons obtenu pour p400 dans les cellules 
de carcinomes colorectales HCT116 surexprimant l’oncogène E2F1 et apportent une nouvelle 
hypothèse de régulation de l’OIDDR via le contrôle d’hsp70. Par ailleurs, comme cité 
précédement, l’utilisation de siRNA dirigés contre p400 peuvent favoriser l’apoptose en réponse 
à certains traitements chimiothérapeutiques, comme nous avons pu le voir en réponse au 5-FU 
(1ère partie, 2-Résultats) ou comme a pu le décrire Helgason très récemment dans des MEFs ou 
des cellules épithéliales de la rétine traitées à l’adriamycine (Helgason et al.). On peut donc 
imaginer que, par la régulation de protéines majeurs de la gestion du stress comme hsp70, p400 
pourrait conférer un avantage sélectif aux cellules tumorales face aux traitements thérapeutiques 
et donc intervenir dans les mécanismes de résistances aux traitements par la régulation des voies 
de réponse au stress.  
L’ensemble de ces données confirme l’importance d’étudier l’expression de p400 dans les 
cancers et souligne l’intérêt de développer des molécules ciblant p400 car elle présente un 
potentiel thérapeutique prometteur. 
 
 
• p400 et le vieillissement 
Si le stress oxydatif et la capacité d’y répondre correctement, comme par exemple l’induction 
de la sénescence, sont important dans le vieillissement, il est alors évident que des molécules 
apportant une résistance à ce type de stress pourrait avoir des propriétés anti-vieillissement. p400 
pourrait donc présenter ce genre d’intérêt étant donné son rôle dans la gestion des ROS et la mise 
en place des mécanismes de réponses au stress.  
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L’expression d’hsp70, qui participe à l’acquisition de la tolérance au stress, présente un 
système majeur de protection cellulaire. Or, il a été démontré que cette défense est perdue au fur 
et à mesure du vieillissement, avec un défaut d’induction d’hsp70 et l’incapacité d’acquérir la 
tolérance à différents stress (Heydari et al., 1994), (Liu et al., 1996), notamment au niveau du 
cerveau (Hou et al.). Il serait donc intéressant d’étudier l’implication de p400 dans les maladies 
liées au vieillissement comme les maladies neurodégénératives. 
 
 
L’ensemble de cette étude ouvre de nombreuses perspectives sur l’étude du couple 





Mes travaux de thèse ont permis d’apporter de nouveux éléments de réponse à la 
compréhension du rôle de l’histone acétyltransférase Tip60 et de son partenaire p400 dans le 
contrôle du devenir cellulaire.  
J’ai contribué tout d’abord à montrer que le ratio entre Tip60 et son inhibiteur physiologique 
p400 est dérégulé dans les cancers colorectaux et qu’il participe au mécanisme suppresseur de 
tumeur colorectale en contrôlant la voie de réponse aux dommages à l’ADN induits par un stress 
oncogénique dans des lignées cellulaires établies. J’ai pu mettre en évidence que ce ratio 
intervenait également dans l’apoptose induite en réponse au 5-Fluorouracyl, agent 
chimiothérapeutique utilisé dans le traitement des cancers colorectaux. L’étude de souris 
transgénique a, par la suite, pu montrer l’importance du ratio p400/Tip60 dans la tumorigénèse. 
En effet, l’hétérozygotie pour Tip60 favorise l’apparition de lésions pré-néoplasiques au niveau 
du colon après induction à l’AOM chez la souris et cette sensibilité accrue est dépendante de la 
présence de p400. Les mécanismes moléculaires n’ayant pas encore été identifiés, nous 
envisageons d’approfondir l’étude sur les effets de la perturbation du ratio p400/Tip60 dans les 
cellules épithéliales coliques au sein des lésions pré-néoplasiques (ACF) et des tumeurs.  
Dans un deuxième temps, nos travaux ont permis de caractériser les mécanismes moléculaires 
par lesquels p400 pouvait intervenir dans le contrôle de la prolifération cellulaire. En effet, j’ai pu 
démontrer que, par son rôle dans la régulation de l’homéostasie des ROS et dans la gestion du 
stress oxydatif, p400 contrôle la voie de réponse aux dommages à l’ADN induits par ce type de 
stress et régule ainsi le devenir cellulaire. J’ai notamment mis en évidence que p400 régule 
l’expression de gènes essentiels à la réponse au stress oxydatif, notamment via l’incorporation du 
variant d’histone H2A.Z. Il sera par la suite très intéressant d’étudier, de manière plus 
approfondie, la régulation des gènes cibles de p400 et les mécanismes impliqués ainsi qu’un rôle 
potentiel de son partenaire Tip60. Ces travaux sont en cours de développement dans le 
laboratoire. 
L’ensemble de ces données souligne l’importance de l’étude du couple p400/Tip60 qui peut 
être étendu à d’autres types de cancers et leur potentiel en tant que cible pour le développement 
de nouvelles molécules thérapeutiques utilisable en parallèle avec les traitements disponibles à 
l’heure actuelle. Un projet de recherche, au quel je participe, est mené au sein de l’équipe afin de 
mettre en place un crible haut-débit dans le but d’identifier des inhibiteurs potentiels de p400. La 
mise en place de ce crible est certe difficile mais reste très prometteuse et apportera de nouveaux 
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outils pour l’étude de p400 et Tip60 et peut-être de nouveaux composés utilisables en thérapie 
anti-cancer. 
Enfin, l’implication de Tip60 et de p400 dans d’autres pathologies de plus en plus 
nombreuses souligne l’intérêt fondamental de comprendre le fonctionnement de ces protéines, 
ainsi que la régulation de leurs expressions et de leurs activités. Tip60 joue, par exemple, un rôle 
dans des pathologies neurodégénératives liées au vieillissement comme la maladie d’Alzheimer 
et l’Ataxie Spinocérébelleuse de type 1 (cf Annexe 1). Etant donné les rôles anti-oxydants et pro-
prolifératifs que nous avons décrit pour p400, on peut imaginer qu’elle joue également un rôle 
dans ce type de pathologie. L’existence de maladie virale ciblant Tip60 et p400 comme le VIH ou 
le papillomavirus, montrent également une implication importante de Tip60 et p400. Ainsi 
décrire le plus précisément possible les fonctions de p400 et Tip60, indépendament et en tant que 
couple régulateur/effecteur, apportera de nouvelles données applicables dans différents domaines 
de la recherche scientifique et pourra aider à mieux comprendre les pathologies, à envisager de 
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Target Validation
Implicated diseases
Current  s tudies indicate that  TIP60 (histone
acetyltransferase HTATIP, Tip60, Swiss-Prot accession
n u m b e r  Q 9 2 9 9 3 )  i s ,  p o t e n t i a l l y ,  a  n e w
biopharmaceutical target for the treatment of diseases
such as Alzheimer's disease [1] and prostate cancer [2].
 There is some evidence that links TIP60 to the onset of
Alzheimer's disease [1]. For example, using FRET
experiments, it has been observed that TIP60 interacts
with amyloid precursor protein C-terminal (APP-CT; the
intracellular fragment that is generated by the cleavage
of the APP by a γ-secretase) in the nucleus of human H4
neuroglioma cells [1]. APP-CT induces apoptosis in
neuroglioma cells, an effect that is markedly enhanced
by transfection with wild-type TIP60 and decreased by
transfection with a mutant TIP60 lacking histone
acetyltransferase activity [1]. These findings indicate
that TIP60 mediates APP-CT-induced cell death and that
it might contribute to Alzheimer's disease-related
neurodegeneration.
  Other reports have raised the possibility that TIP60
could be a therapeutic target in prostate cancer [2].
Recently, an analysis of immunohistochemical data
found that TIP60 accumulates in the nucleus of hormone
refractory prostate cancer cells (13 out of a total of 15
samples tested; i.e. 87% of cases), which is in contrast to
the more diffuse distribution observed in benign prostate
hyperplasia (10 cases tested) and primary prostate
cance r  (43  cases  t e s t ed )  [2 ] .  By  con t r a s t ,
immunofluorescence experiments have revealed that
androgen exposure results in decreased TIP60
expression, which is closely linked to cytoplasmic
localization in human LNCaP cells (prostate cancer
cells) [2]. Thus, these data support a possible role for
TIP60 in the development of androgen-independent
prostate cancer following long-term androgen-
deprivation therapy. However, it should be noted that, in
the same study, TIP60 expression in untreated prostate
cancer biopsies was more variable than in hormone
ref rac tory  pros ta te  cancer  b iops ies .  Indeed,
immunohistochemistry revealed TIP60 staining patterns
that ranged from high to complete loss of expression in
the cytoplasm and nucleus in the 43 cases tested [2].
These results emphasize the importance of TIP60 in
prostate cancer and indicate its potential as a new
pharmaceutical target.
  In summary, these data indicate that TIP60 might
represent a novel and interesting target for the
development of new pharmaceutical strategies against
Alzheimer's disease and prostate cancer.
Experimental models
  The mouse model noted here (see Table of
experimental models for TIP60) is a useful model for
studying epithelial tumorigenesis because the
overexpression of ornithine decarboxylase (ODC, which
catalyzes the decarboxylation of ornithine-producing
diamine putrescine) is controlled by the skin-specific
promoter keratin 6. Therefore, consequences of ODC
overexpression and mechanisms of epithelial
tumorigenesis could be investigated.
Drugs and Biologicals
Current status
As of 05 February 2008, no drug or biotherapeutic
ligand has been developed that specifically targets
TIP60 (histone acetyltransferase HTATIP, Tip60).
Anacardic acid has been shown to inhibit TIP60 activity
[3], but it also targets other histone acetyltransferases
(HATs).  The mechanisms of TIP60 action in
Alzheimer's disease and prostate cancer are largely
unknown; more information is required about the
function(s) and mechanism(s) of TIP60 before it can be
considered a good therapeutic target.
 Several patents relating to TIP60 have been filed: the
most recent, EP1525311 (inventors: Merino Alejendro
and Bouwmeester Dewis (assignee not given, applicant:
Cellzome AG)), refers to protein complexes of the
TIP60 transcriptional activator protein and relates the
methods for using these complexes and their interacting
proteins to screening, diagnosis and therapy [4]. Another
invention, developed in 2005 (US2005186604,
applicant: Southern Methodist University) [5], provides
methods and compositions for screening and identifying
anticancer therapeutics that interfere with transformation
using aberrant MYC (Myc proto-oncogene protein, c-
Myc)–TIP60 interactions as the targets. Given the
oncogenic role of MYC [6] and the MYC-co-activator
role of TIP60 [7,8], the latter patent is particularly
promising for developing new therapeutic drugs.
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 TIP60 antibodies used for research purposes are listed
in Table 1.
Next frontiers
  Although there is currently no drug or biotherapeutic
agent developed, it will be important to find inhibitors of
the HAT activity of TIP60 because this activity has been
linked to the development of diseases such as prostate
cancer and Alzheimer's disease [1,2]. In addition, it is
still not known how TIP60 mediates APP-CT-induced
cell death and, thus, contributes to Alzheimer's disease.
For example, is it P53 (p53)-dependent or -independent?
It could be interesting to investigate if APP-CT-induced
apoptosis, in H4 neuroglioma cells, is modified by
transfection with siRNAs directed against P53. Whether
TIP60 accumulation in hormone-refractory prostate
cancer [2] is a cause or a consequence of resistance to
therapy is also an issue that requires elucidation.
Furthermore, it will be interesting to determine
inhibitors of the interaction between TIP60 and the HIV-
1 transactivator TAT (Tat), and to find molecules that
enhance TIP60 activity or stability to restore TIP60-
dependent apoptosis in HIV-1-infected cells [9].
Identification of TIP60 activators will be also crucial for
potential treatments for other diseases such as lung and
colon cancers [10]. Because TIP60 is an enzyme, large-
scale screening of a broad panel of molecules could
identify activators or inhibitors of its activity, and it will
be important to find different types of inhibitors and
activators so that therapies could be developed for a
wide variety of diseases.
  Recently, it has been observed, using an RNAi
knockdown system, that TIP60 and P400 have
antagonistic roles in the cell cycle progression of human
U2OS (osteosarcoma cell line) cells [11], indicating that
P400 might  be an inhibi tor  of  TIP60.  Thus,
identification of molecules that modify the TIP60–P400
interaction and that, therefore, indirectly 'activate' TIP60
will be interesting. Finally, the elucidation of the crystal
structure of TIP60 might be beneficial to further validate
TIP60 as a drug target. Indeed, the identification of
protein–protein interaction domains could offer new
insights regarding the target interactions of TIP60 with




TIP60 (histone acetyltransferase HTATIP, Tip60) is
ubiquitously expressed [12,13]. In adult mouse tissues,
using northern hybridization, TIP60 was found to be
expressed in the following (listed in order of high
expression levels to low): testis > heart > brain > kidney
> liver > lung, with little-to-no expression in spleen and
skeletal muscle [12]. Moreover, real time PCR from
human tissues revealed that TIP60 is expressed mainly
in the brain but also in kidney and heart [13].
 Immunofluorescence experiments using a cell line
isolated from quail embryo pre-cardiac mesoderm (QCE
-6) cells have revealed that TIP60 is a nuclear protein,
and it is found as a spliced isoform (cPLA2-interacting
protein, PLIP) in the cytoplasm [12,13].
TIP60 function
 TIP60 is implicated in the activity of many transcription
factors that are important in cell proliferation. For
example, immunoprecipitation experiments have shown
that TIP60 interacts with transcription factor E2F1 in
human U2OS cells [14] and MYC (Myc proto-oncogene
protein, c-Myc) in 293T cells (human embryonic kidney
cells) [7]. Furthermore, TIP60 directly acetylates and
stabilizes MYC in human H1299 cells [8], and ChIP
assays have shown that TIP60 can be recruited to MYC-
target  promoters ,  leading to  enhanced MYC
transactivation [7]. ChIP assays have also demonstrated
that, in U2OS cells, E2F1 recruits TIP60 to target gene
promoters, where it is responsible for H4 acetylation on
several E2F-responsive genes [14].
 Soon after its discovery, TIP60 was found to be
involved in nuclear-receptor signaling and to be a co-
regulator of nuclear receptors [15]. For example, it has
been  shown us ing  two-hybr id  and  in  v i t ro
immunoprecipitation experiments that TIP60 physically
interacts and acetylates ANDR (the androgen receptor,
AR) [15]. This acetylation event is essential for TIP60-
dependent ANDR co-activation [15,16]. Moreover, in
the same study, it was shown using a luciferase assay
that TIP60 enhances progesterone–receptor and
estrogen–receptor-dependent transactivation in human
LNCaP cells [15].
  TIP60 is also implicated in antiproliferative pathways
such as the P53 (p53)-dependent apoptotic pathway [11]
and the CDN1A (p21)-dependent growth-arrest pathway
[17,18]. Using flow cytometry, it has been shown that
HeLa cells expressing HAT-deficient TIP60 exhibit
severe defects in apoptosis after γ-irradiation [19].
TIP60 is now known to acetylate the tumor suppressor
protein P53 at Lys120, which is located within the DNA
binding domain, and thereby enhance the binding of P53
to pro-apoptotic target genes such as BBC3 (PUMA),
Bax or Fas in human U2OS and H1299 cells [11,20,21].
When TIP60 is ablated using siRNA, TIP60 knockdown
results in the decreased presence of P53 on the Fas
promoter [11] and decreased BAX and BBC3 (PUMA)
Targeted Proteins database   TARGET ASSESSMENT doi:10.2970/tpdb.2008.136
©2008 CurrentBiodata
2
[20,21]. Moreover, TIP60 is also known to be required
for cell-growth arrest since TIP60 knockdown using
siRNA in U2OS cells induces decreased numbers of G1
cells [17] and also decreased CDN1A protein levels
[17,18]. Interestingly, acetylation of P53 at Lys120 is
crucial for P53-dependent apoptosis but is dispensable
for P53-mediated growth arrest [20,21]. Therefore,
TIP60-dependent acetylation of P53 modulates the
decision between cell cycle arrest and apoptosis
[20,21,22].
  Finally, TIP60 is implicated in the repair of DNA
double-strand breaks (DSBs) [19,23,24]. HeLa cells
expressing a catalytically inactive TIP60 accumulate
DSBs following irradiation, indicating that TIP60 is
crucial for damage repair [19]. Indeed, the analysis of
DSB repair kinetics using pulse-field gel electrophoresis
has shown that the mutated TIP60-expressing cells fail
to repair DSBs efficiently [19]. Moreover, the
participation of TIP60 in DNA damage signaling is
further implicated by the fact that it interacts and
a c e t y l a t e s  A T M  a f t e r  D N A  d a m a g e  [ 2 3 ] .
Immunoprecipitation experiments have demonstrated
that ATM and TIP60 can be specifically co-precipitated.
In addition, in HeLa cells overexpressing a dominant-
negative HAT-defective TIP60, the autophosphorylation
and acetylation of ATM is markedly reduced [23], and
TIP60 is recruited to DSBs together with the HAT
cofactor TRRAP [24]. ChIP assays have demonstrated
that TIP60 and TRRAP bind to the chromatin that
surrounds sites of DSBs in vivo. These results were
obtained in mouse embryonic stem cells, in which a
DSB was induced on a transgene by the transient
expression of intron-encoded SCE1. The recruitment of
the TIP60–TRRAP complex to a DSB site induces local
H4 hyperacetylation [24].
 Taken together, these findings show that TIP60 is a
protein with multiple roles, affecting the function of a
variety of targets including transcriptional regulators
[14,7,8], cell cycle regulators [17,18], apoptosis
[11,20,21] and DSB repair regulators [19,20,23,24] (see
Figure 1).
TIP60 activity
 Shortly after its discovery, it became clear that TIP60
possesses HAT activity [19,25]. In vitro, using a HAT
assay with histone N-terminal peptide as substrate, it
was observed that recombinant TIP60 acetylates core
histones H2A, H3 and H4 [25]. Within a stable
multiprotein complex (named TIP60 complex,
comprising numerous proteins such as P400, RUVB1
(RUVBL1, TIP49A), RUVB2 (RUVBL2, TIP49B) and
TRRAP), TIP60 can also modify histones that are
assembled into nucleosomes [19]; it does so by
selectively targeting nucleosomal H2A and H4 [19]. In
vivo, H4 histone acetylation by TIP60 correlates with the
activation of transcription of MYC target genes [7].
Moreover, local TIP60-dependent H4 acetylation is also
observed during DSB repair [24].
 TIP60 can also acetylate non-histone proteins such as
P53 [20,21] and ATM [23] in HeLa cells, and UBF
(upstream-binding transcription factor) [26] in vitro, or
MYC [8] in H1299 cells. In the cases of P53 and ATM,
acetylation by TIP60 induces their activation [20,21,23].
Indeed, when TIP60 is ablated by siRNA, induction of
P53 target genes such as CDKN1A (p21) and BBC3
(PUMA) is severely decreased [20,21]. Similarly,
inactivation of TIP60 by siRNA abolishes both ATM
autophosphorylation and the phosphorylation of ATM-
downstream target proteins such as CHK2 [23].
Nevertheless, no apparent 'consensus' motif for substrate
recognition by TIP60 has been described thus far.
TIP60 complex
 As mentioned, TIP60 can function, in addition to its
autonomous function, as part as a multimeric complex
known as TIP60 complex [19]. This complex has been
purified from nuclear extract of HeLa cells using the
tandem affinity purification tagging technique. Within
this complex, TIP60 exerts its enzymatic activity on
nucleosomal histone H4. ChIP experiments have
demonstrated that the TIP60 complex is recruited to E2F
and MYC target promoters [14,8] in U2OS and P493-6
cells (human B-cell line), respectively. However, it is
not known if the entire TIP60 complex has a direct
effect on these promoters; for example, is it responsible
for the H4 hyperacetylation of these promoters and their
activation [7]?
TIP60 regulation
Consistent with its involvement in many nuclear
processes, TIP60 activity is tightly regulated in the cell
[27,28,29,9]. A pulse-chase labeling experiment has
demonstrated that TIP60 is unstable, with a half-life of
approximately 30 minutes in U2OS cells [27]. Under
normal conditions, low protein levels are maintained via
the proteasome pathway since low proportions of TIP60
are detectable in normal conditions but increased levels
are detected in the presence of a proteasome inhibitor
(ALLN) [27]. TIP60 is ubiquitylated and targeted for
proteasome-mediated degradation by MDM2 in U2OS
cells [27] but also by EP300 (p300)-associated E4
ubiquitin ligase in H1299 cells [9]. After UV-induced
DNA damage, TIP60 is stabilized and accumulates in
U2OS cells [27]. Moreover, TIP60 is the target of
different post-translational modifications such as
phosphorylation on Ser86 and Ser90 by CDC2 [28] and
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acetylation by the EP300 and CBP acetyltransferases
[9]. Phosphorylation sites were discovered using the
mass spectrometry-based approach matrix-assisted laser
d e s o r p t i o n / i o n i z a t i o n  t i m e - o f - f l i g h t ,  a n d
phosphorylation at these sites were found to control the
HAT ac t iv i ty  o f  TIP60  [28] .  Trea tment  o f
phosphorylated TIP60 with a phosphatase (calf intestine
phosphatase) strongly reduces its HAT activity
compared with untreated phosphorylated TIP60.
Conversely, acetylation by EP300/CBP occurs in the
zinc finger of TIP60; the consequences of this
modification, however, are currently unknown [9].
Finally, it has recently been reported that TIP60 is
sumoylated at Lys430 and Lys451 via the SUMO-
conjugating enzyme UBC9 [29]. This sumoylation has
been found to be is necessary in the UV-induced DNA
damage response in U2OS cells because overexpression
of a non-sumoylated form of TIP60 abolishes the P53-
dependent DNA damage pathway after UV irradiation
[29].
In disease
TIP60 has been linked to a wide range of disease such as
AIDS [9], cancers [10,2,30], Alzheimer's disease [1] and
human T-cell leukemia virus type-1 (HTLV-1)-induced
leukemogenesis [31].   Its original identification as an
HIV TAT (Tat)-interacting protein immediately
connected TIP60 to HIV infection and AIDS, and
several subsequent observations support this notion.
Actually, TIP60 interacts with the HIV-1-encoded
transactivator protein TAT in yeast two-hybrid
experiments and in vitro [32]. This interaction
efficiently inhibits TIP60 HAT activity when an in vitro
HAT assay is performed [33]. Moreover, a nickel
binding assay has shown that, in COS cells, EP300 and
CBP strongly stimulate the effect of TAT on TIP60
polyubiquitylation [9]. In addition, the involvement of
EP300 in the TAT-mediated stimulation of TIP60
ubiquitylation has been confirmed by downregulation of
EP300 by siRNA in H1299 cells [9]. Thus, TAT uses
EP300/CBP-associated E4-type ubiquitin ligase activity
to induce polyubiquitylation and degradation of TIP60.
TIP60 targeting by TAT results in a dramatic
impairment of the TIP60-dependent apoptotic cell
response to DNA damage in H1299 cells, independently
of P53 [9]. This resistance to apoptosis could explain the
survival of infected T-cells compared with uninfected T-
cells in HIV-1-infected samples. However, it is not
known how TIP60 affects apoptosis independently of
the tumor suppressor P53 or which step of the apoptotic
pathway is deregulated. Further work is necessary to
elucidate these issues.
 In the case of cancers, TIP60 protein levels seem to be
important for disease progression. TIP60 has been
observed to be overexpressed (in skin [30] and prostate
[2] cancers) or underexpressed (in lung [10] and colon
[10] cancers) in tumoral tissue samples (20 samples
tested for each type of cancer). However, further
investigations are required to elucidate whether TIP60
regulation is a cause or a consequence of disease and
which mechanism is altered. However, it is likely that,
when TIP60 expression is increased, the TIP60 co-
activator role of MYC-dependent transcription is
enhanced [7] and thus contributes to increased
proliferation. Conversely, it might be that the role of
TIP60 as a P53 co-activator [11] is abolished upon
TIP60 underexpression and, as such, contributes to the
apoptotic resistance of cancer cells. These mechanisms
are two major characteristics of tumorigenesis and
cancer [34].
 It is known that TIP60 accumulates in the nucleus of
hormone-refractory prostate cancer cells [2]. Moreover,
in COS-7 cells, TIP60 acetylates and activates the
ANDR - a hormone-dependent transcription factor
receptor, the malfunction of which is strongly implicated
in the onset of prostate cancer [35]. The level of ANDR
acetylation by TIP60 was determined by measuring [3H]
acetate incorporation into the ANDR protein using
autoradiography after ANDR immunoprecipitation.
ANDR activation was tested by comparing the ability of
wild-type TIP60 with that of a HAT-defective mutant to
stimulate ANDR-mediated gene expression (by
luciferase assay) [35]. Thus, the accumulation of TIP60
in the nucleus of hormone-resistant prostate cancer cells
could be linked to its role in the acetylation of ANDR. It
was found that ANDRs are acetylated and activated by
TIP60 independently of the androgen hormone.
 The expression levels of TIP60, analyzed using western
blot, are greater in skin tumors compared with adjacent
non-tumor-bearing skin in a skin cancer mouse model
(K6/ODC mouse) (see Target Validation: Experimental
models ) .  Moreover ,  co- immunoprec ip i ta t ion
experiments have shown that the interaction between
TIP60 and E2F1 - a transcription factor involved in
cellular proliferation - is more frequent in these tumors,
indicating that TIP60 might have an important role in
promoting epithelial tumorigenesis [30].
 It has been observed that TIP60 enhances APP-CT-
induced cell death and might contribute to Alzheimer's
disease-related neurodegeneration [1]. This effect of
TIP60 might be linked to its role as a co-activator of P53
in apoptosis. Indeed, APP-CT might recruit TIP60 to
increase the expression of P53 pro-apoptotic target
genes such as BBC3, Bax or Fas.
  A recent report has shown that TIP60 might also have a
more general role in neurodegenerative diseases [36].
Co-immunoprecipitation experiments have shown that
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TIP60 participates in a complex with ATX1 (ataxin-1)
and RORA (retinoid-related orphan receptor-α) in a
conditional transgenic mouse model of spinocerebellar
ataxia type-1, one of the nine inherited polyglutamine
neurodegenerative diseases [36].
 Finally, other evidence has raised the possibility that
TIP60 might be involved in HTLV-1-induced
leukemogenesis because the HAT activity of TIP60 is
required for enhancement of the MYC transforming
activity of the HTLV-1 P30II oncoprotein in HeLa cells
[31]. Furthermore, TIP60 co-immunoprecipitates with




TIP60 (histone acetyltransferase HTATIP, Tip60)
contains the conserved MYST (MOZ, YBF2/SAS3,
SAS2, TIP60) domain, which harbors a zinc finger
domain (amino acids 261–283) that is probably involved
in substrate binding (Figure 2). It also contains a HAT
domain that is characterized by an acetyl-coenzyme A
(CoA)-binding site. Moreover, TIP60 has a chromatin
organization modifier domain (chromodomain) located
in its N-terminus (amino acids 25–76); this domain is
highly homologous to the heterochromatin-associated
protein 1 chromodomain, which recognizes methylated
lysine residues. However, no specific role for this
domain has been described to date.
As of 05 February 2008, there are no crystal structures
for the human TIP60 protein. However, structural
analyses have been performed on the yeast homolog of
TIP60: ESA1 (histone acetyltransferase ESA1, Swiss-
Prot accession number Q08649) [37], which is 90%
similar to human TIP60. The HAT domain of ESA1
(amino acids 160–435) has been crystallized in complex
with acetyl-CoA and resolved to 2.0 Å. This core
domain harbors a general feature for catalysis since it
has been identified by superposition with core domains
of other HAT proteins such as EP300 (p300)/CBP-
associated factor (PCAF) and HAT1 [37]. Using a
quantitative radioactive HAT assay, it has been shown
that mutation of the central Glu338 to glutamine
(E338Q) abolishes the enzymatic activity of ESA1 [37].
However, this mutation does not modify the integrity of
the HAT domain because the crystal structure of the
mutated ESA1 (E338Q)-acetyl-CoA complex is
indistinguishable from the 'native' wild-type ESA1-
acetyl-CoA complex. Moreover, introduction of the
mutated ESA1 (E338Q) in an ESA1-deleted yeast strain
is toxic for cells and functions as a dominant-negative
mutant, presenting severe morphological abnormalities
[37]. These findings indicate that the Glu338 residue is a
key catalytic residue of ESA1. In HeLa cells, the
expression of a mutated form of TIP60 that lacks HAT
activity (with mutations at Gln377 and Gly380) impairs
γ-irradiation-induced apoptosis [19]. Indeed, the number
of ANXA5 (annexin V)-positive cells analyzed by flow
cytometry is reduced in HeLa cells expressing this
mutated form of TIP60. These results indicate that, in
human TIP60, Gln377 and Gly380 are key catalytic
residues.
Targeted features
The HAT activity of TIP60 is crucial for cell growth and
survival because homozygous mice embryos that lack
Tip60  die before implantation [38]. Therefore,
interfering with the catalytic activity of TIP60 could
represent a potential therapeutic target. It might be
possible to target the MYST domain, which contains the
acetyl-CoA-binding site necessary for acetylation
reactions, to interfere with the catalytic activity of
TIP60. Moreover, since the chromodomain and the zinc
finger domain are generally implicated in interactions
between proteins, it will be interesting to investigate the
role and the importance of these domains inTIP60 for
their consideration as potential targets. In particular, it
will be important to investigate the domain(s) involved
in the interactions between TIP60 and factors such as
P53 (p53) and MYC (Myc proto-oncogene protein, c-
Myc). Finally, the characterization of the TIP60–P400
interacting domain might also have an impact on the
drugability of TIP60.
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Figure 1 Cellular functions in which TIP60 is involved
TIP60 is involved in various biological processes such as transcription (Brady et al. 1999), DNA repair (Murr et al.
2006) and apoptosis (Taubert et al. 2004). 
TIP60, TAT (Tat)-interacting protein of 60 kDa; TRRAP, transformation/transcription domain-associated protein;
EP400 (p400), protein of 400 kDa; RUVB1 (RUVBL1, TIP49A)/RUVB2 (RUVBL2, TIP49B), TBP interacting protein of
49 kD E2F1, E2 promoter binding factor; P53, protein of 53 kDa; DSB, double strand break 
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Figure 2 Schematic representation of TIP60 domain architecture
The domain architectures of human TIP60 and yeast ESA1 (Esa1) are similar and consist of a chromodomain (C) and
a MYST domain (M), which harbors a zinc finger (Z) and an acetyl-coenzyme A binding site (CoA).
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Description The HTATIP gene consists of 14 exons. 7,586 bases.
Transcription The predominant mRNA transcribed from this gene is 2,229 bp long. This is actually
the isoform 2 of HTATIP. 
Two others isoforms generated by alternative splicing have been described:
Isoform 1 retains the alternatively spliced intron 1.
Isoform 3 lacks exon 5.
Pseudogene No pseudogene is currently known.
Protein
 
Description The Tip60 protein (isoform 2) is 513 amino acids long and its molecular weight is about
60 kDa. It was cloned and characterized in 1996 thanks to its interaction with the HIV-1
transactivator Tat protein. 
Isoform 1 produces a 546 amino acids long protein.
Isoform 3 produces a 461 amino acids long protein.
A novel isoform, Tip55, encodes a novel splicing variant corresponding to 103 amino
acids of the C-terminus. 
The domain architectures of human TIP60 is similar to yeast Esa1 protein and consist of
a chromodomain and a MYST domain harboring a zinc finger and an Acetyl-CoA
binding site.
Expression Tip60 is ubiquitously expressed.
In mouse adult tissues Tip60 is expressed in the following decreasing order of intensity:
testis, heart, brain, kidney, liver, lung, with little to no expression in spleen and skeletal
muscle .
In human, Tip60 (Isoform 2) and PLIP (Isoform 3) are expressed in human heart,
kidney and brain tissue. 
With a half-life of approximately 30 minutes, Tip60 is very unstable. In normal
conditions, the proteasome pathway permits to maintain low protein levels. Tip60 is
ubiquitinated and targeted to proteasome-mediated degradation by Mdm2 but also by
p300-associated E4 ubiquitin ligase. Tip60 is stabilized after DNA damage, and
accumulates in cells. Moreover, Tip60 is the target of several post-translational
modifications such as phosphorylation on serine 86 and 90 by cdc2 but also acetylation
21/03/10 22:04KAT5 (HIV-1 Tat interacting protein, 60kDa)
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by p300/CBP acetyltransferases. Acetylation by p300/CBP occurs in the zinc finger of
Tip60 but consequences of this modification are currently not known. Finally, a recent
report shows that Tip60 is sumoylated at lysines 430 and 451 via Ubc9. 
No data are available about regulation of the Tip60 promoter.
Localisation Tip60 (Isoform 2) is nuclear. PLIP (Isoform 3) is nuclear but also cytoplasmic.
Function Tip60 is a Histone Acetyltransferase (HAT), which belongs to the MYST family. It
participates in a multimolecular complex: The Tip60 complex, which contains proteins
such as p400, Tip49a and Tip49b . Within this complex, Tip60 exerts its HAT activity
on nucleosomal histone H4. Tip60 is involved in various cellular mechanisms: 
In transcription: Tip60 acts as a coactivator. Indeed, Tip60 is able to interact with
transcription factors, such as E2F-1 or c-Myc. Tip60 can be recruited to Myc and E2F-
1 target promoters and enhances Myc transactivation. It also acetylates histone H4 on
several E2F responsive genes. Moreover Tip60 was found to be involved in nuclear
receptor (NR) signaling and to be a NR-coregulator.
In apoptosis and cell cycle arrest: Tip60 can interact with and acetylate the tumor
suppressor p53. It enhances p53 binding to pro-apoptotic target genes like PUMA, Bax
or Fas. Moreover, Tip60 is also required for cell growth arrest via the p21-dependent
pathway.
In DNA repair: Tip60 is involved in double strand breaks (DSB) repair. Interacting
and acetylating ATM, Tip60 participates in DNA damage signaling. But, Tip60 is also
involved directly in DSB repair since it is recruited, with TRRAP, to the DSB site.
Tip60 interacts with the chromatin surrounding sites of DSBs and this recruitment is
responsible for hyperacetylation of histone H4.
Homology Tip60 CHROMO domain has been identified by sequence homology with the
Heterochromatin-associated protein 1 (HP1) chromodomain, which recognizes
methylated lysines. It also harbors the MYST domain, which is highly conserved from
yeast to human. 









Note No mutation in Tip60 protein has been currently described.
Implicated in
Entity Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)
Disease Tip60 interacts with the HIV-1 transactivator Tat and this interaction inhibits Tip60
HAT activity. Moreover, in Jurkat cells, Tat enhances Tip60 turnover since it uses the
p300/CBP-associated E4-type ubiquitin-ligase activity to induce polyubiquitynation and
degradation of Tip60. This targeting by Tat induces an impairment of Tip60-dependent
apoptosis after DNA damage.
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Disease In the nucleus of human H4 neuroglioma cells, TIP60 can interact with a free carboxyl-
terminal intracellular fragment, APP-CT, which is generated by the cleavage of the
Amyloid precursor protein APP by a gamma-secretase. This fragment induces apoptosis
of neuroglioma and this cell death is enhanced when a wild type form of Tip60 is
transfected. Thus Tip60 might play a role in Alzheimer¹s disease neurodegeneration.
  
Entity Spinocerebellar ataxia type-1
Disease TIP60 participates in a complex with ATXN1 and ROR-alpha in a conditional
transgenic mouse model of Spinocerebellar ataxia type-1 (SCA1), one of the nine





Disease Immunohistochemistry experiments have shown that Tip60 accumulates in the nucleus
of hormone-refractory prostate cancer compared to prostate hyperplasia and primary
prostate cancer.
  
Entity Lung cancer and colon cancer
Disease Real time RT-PCR experiments have shown that Tip60 mRNA is under expressed in
colon and lung carcinomas.
  
Entity Skin cancer
Disease The expression levels of TIP60 protein, analyzed by western blot, were found to be
greater in skin tumors as compared to adjacent non-tumor-bearing skin in a skin cancer
mouse model (K6/ODC mouse). Additionally, the interaction between Tip60 and E2F1
is enhanced in these tumors.
  
Entity HTLV-1 induced leukemogenesis
Disease Enhancement of c-Myc transforming activity by HTLV-1 p30II oncoprotein in HeLa
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ABSTRACT: The histone acetyltransferase Tip60 belongs to a multimolecular complex - the 
Tip60 complex - which is involved in many cellular processes such as proliferation, apoptosis 
or DNA damage response. This complex is constituted by various subunits involved in 
chromatin remodelling such as the ATPase p400. This chaperone can mediate directly or 
indirectly the repression of Tip60 dependent pathways. Tip60 activity is crucial for the DNA 
damage response and is frequently deregulated during tumorigenesis. First, we demonstrate 
that the ratio between Tip60 and p400 is altered in colorectal cancers. This deregulation leads 
to the inhibition of Tip60 functions in the DNA damage response and apoptosis, notably upon 
5-Fluorouracyl treatment, a first line usual therapeutic agent in colorectal cancers. 
The study in transgenic mice leads us to bring the proof of principle that the p400/Tip60 ratio 
is important for in vivo tumorigenesis. Tip60 haploinsufficiency favors pre-neoplastic lesions 
formation induced by Azoxymethane (AOM), a strong carcinogen currently used in mice for 
colon tumorigenesis induction. This strong susceptibility to AOM is reversed by the p400 
haploinsufficiency. 
Then, we choose to characterize molecular mechanisms by which p400 could control cellular 
proliferation. Our work demonstrates that p400 is a determinant factor in oxidative stress 
regulation, in the production of reactive oxygen species (ROS) as well as in the activation of 
anti-proliferative pathways through the regulation of essential genes involved in stress 
control. Thus, p400 regulates cell fate through the control of ROS-induced DNA damage 
response. 
Taken together, these results highlight the importance of the p400/Tip60 ratio in tumoral 
growth control and demonstrate proliferative and antioxydant roles of p400 during 
tumorigenesis. 
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RÉSUMÉ: L’histone acétyltransférase Tip60 appartient à un complexe multimoléculaire : le 
complexe Tip60, impliqué dans de nombreux processus cellulaires comme la prolifération, 
l’apoptose ou la réponse aux dommages. Ce complexe est constitué de nombreuses sous-unités 
intervenant dans le remodelage de la chromatine telles que l’ATPase p400. Cette dernière est une 
chaperonne de variants d’histone spécifiques et peut directement ou indirectement réprimer des 
voies dépendantes de Tip60. L’activité de Tip60 est cruciale pour la réponse des cellules aux 
dommages à l’ADN et elle est souvent dérégulée lors de la progression tumorale. Nous avons pu 
montrer dans un premier temps que le ratio entre Tip60 et son inhibiteur physiologique p400 est 
dérégulé dans les tumeurs colorectales et ceci, de façon indépendante du stade et du grade des 
tumeurs. En fait, cette dérégulation se traduit par la diminution contrôlée des fonctions de Tip60 
sur l’activation de la voie des dommages à l’ADN et l’apoptose notamment en réponse au 5-
Fluorouracyl, traitement de première ligne des cancers colorectaux.  
L’étude de modèles de souris transgéniques a permis par la suite d’apporter la preuve de 
principe in vivo de l’importance du ratio p400/Tip60 dans le processus de tumorigénèse. L’haplo-
insuffisance pour Tip60 favorise l’apparition de lésions pré-néoplasiques induites par 
l’Azoxyméthane (AOM), carcinogène spécifique du colon couramment utilisé chez la souris. 
Cette susceptibilité accrue à l’AOM, tout comme les altérations morphologiques de la muqueuse 
colique, est reversée par l’hétérozygotie p400+/-.  
Nous avons par la suite entrepris de caractériser les mécanismes moléculaires par lesquels 
p400 contrôle la prolifération cellulaire. Nos travaux ont montré que p400 est un facteur 
déterminant dans le contrôle du stress oxydatif, que ce soit au niveau de la production des espèces 
réactives d’oxygènes (ROS) ou de l’activation des voies anti-oxydantes via la régulation de gènes 
essentiels à la gestion de ce type de stress. p400 régule ainsi le devenir cellulaire par le contrôle 
des voies de réponse aux dommages à l’ADN (DDR) qui sont induites par les ROS.  
L’ensemble de ces données montre donc l’importance du ratio Tip60/p400 dans le contrôle de 
la croissance tumorale, notamment colorectale, et démontre les rôles pro-prolifératifs et 
antioxydants de p400 au cours des processus de tumorigénèse en lien avec le contrôle du 
métabolisme oxydatif.  
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